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1 EINLEITUNG 1
1 Einleitung
1.1 Motivation
Innerhalb der letzten beiden Jahrzehnte hat sich in der Physiologie ein steter Wandel von den klassi-
schen Fragestellungen hin zu einer verstärkten Fokussierung auf molekulare Zusammenhänge vollzo-
gen. Dieser Wandel wurde begleitet und profitierte zu großen Teilen von einem raschen technologischen
Fortschritt unter anderem in den Bereichen der rekombinanten Herstellung von Proteinen, der Analyse
ihrer molekularen Struktur, der Mess- und Softwaretechnik und einer stetigen Steigerung der Rechen-
leistung moderner Computer. Viele der menschlichen Erbkrankheiten, die eine Auswirkung auf die
Funktion des Nervensystems, die Skelettmuskulatur oder auf das Herz-Kreislauf-System haben, konn-
ten in dieser Zeit auf Mutationen in Genen zurückgeführt werden, die für die Kodierung spannungs-
gesteuerter Natrium-Ionenkanäle verantwortlich sind. Der Schweregrad dieser Erbkrankheiten deckt
das gesamte Spektrum von leichter bis hin zu lebensbedrohlicher Ausprägung ab. Demzufolge ist das
Interesse an der Erforschung dieser sogenannten Ionenkanal-Krankheiten und an der Entwicklung neu-
er zielgerichteter Therapien gerade heute sehr groß. Nähere Informationen über den Zusammenhang
zwischen Ionenkanaldefekten und Krankheiten finden sich u.a. in [Kas05, Geo05, LHJR99, FPSN97].
Der Paradigmenwechsel in der Physiologie und die damit einhergehende Fokussierung auf molekulare
Zusammenhänge sorgte für einen steigenden Bedarf an hochspezialisierten Messgeräten, die eine Ab-
leitung von Strömen und Spannungen an der Membran erregbarer Zellen überhaupt erst ermöglichen.
Angefangen von relativ einfachen elektronischen Verstärkern aufgebaut in Analogtechnik entwickel-
ten sich moderne Messgeräte zu komplexen elektrophysiologischen Mess- und screening-Systemen, die
folgende Funktionen erfüllen:
• Aufbewahrung und Konditionierung der Zelle mit optionaler Applikation chemischer Wirkstoffe
z.B. Pharmazeutika (in vitro Ableitung)
• Kontaktierung der Zelle z.B. durch Glas-Mikroelektroden unter visueller Kontrolle
• Erzeugung von elektrischen Signalen zur Erregung der Zelle sowie zur Messung von Zellmem-
branspannung und -strom.
• Analoge und digitale Signalverarbeitung, z.B. Verstärkung, Filterung und Digitalisierung der
Messdaten
• Darstellung, Speicherung und Analyse der Messdaten z.B. auf einem Computer
Ein modernes elektrophysiologisches Messsystem muss einerseits genau auf eine bestimmte Unter-
suchungsmethode, einen Ionenkanal oder ein spezielles Expressionssystem abgestimmt sein, da es
wahrscheinlich über einen Zeitraum von Monaten oder Jahren ausschließlich zu diesem Zweck einge-
setzt wird. Andererseits muss es aus wirtschaftlicher Sicht flexibel genug sein, um auch ein breiteres
Einsatzspektrum abdecken zu können, denn elektrophysiologische Messsysteme sind hochspezialisiert,
werden meist nur in geringen Stückzahlen hergestellt und sind daher sehr teuer in der Anschaffung.
Zu Beginn der Entwicklung dieser Systeme waren ihre Anwender maßgeblich am Entwicklungsprozess
beteiligt. Dies erforderte seitens der Anwender ein weitreichendes Verständis der physikalischen und
physiologischen Grundlagen des Messgerätes und des damit durchgeführten Experiments. Heutzutage
müssen elektrophysiologische Messsysteme aufgrund der stark wachsenden Zunahme der Forschungs-
projekte auch von Personal ohne besonderen technisch-physikalischen Hintergrund bedient werden
können, um beispielsweise viele einfache Routinemessungen in kurzer Zeit durchzuführen. Der Wandel
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des Bedienpersonals elektrophysiologischer Messgeräte von wenigen Spezialisten hin zu einer brei-
teren Anwenderschicht mit geringem technischen Hintergrund erfordert von modernen Messgeräten
einen Brückenschlag zwischen einfacher Bedienung und gleichzeitigem Angebot einer Vielzahl kom-
plexer Mess- und Analysemethoden. Zur Lösung dieser gegensätzlichen Anforderungen hat sich bei
der Entwicklung derartiger Systeme ein modulares Konzept für die elektronischen und mechanischen
Komponenten und der Einsatz einer Software zur Steuerung der Verstärkerparameter sowie zur Mess-
datenakquisition und -auswertung bewährt [SAN95]. Trotz großer Fortschritte besteht jedoch weiter-
hin Verbesserungsbedarf was die Verknüpfung von Bedienbarkeit, Flexibilität und den wirtschaftlichen
Einsatz dieser Systeme über mehrere Jahre betrifft.
Die bedeutendste und heute am weitesten verbreitete Methode zur Untersuchung von Ionenkanälen
ist die von Erwin Neher und Bert Sakmann 1976 beschriebene Patch-Clamp-Technik [NS73]. Die Ar-
beiten von Neher, Sakmann und weiteren Wissenschaftlern weltweit bildeten die Grundlage für die
Spezialisierung dieser Methode und führten zur Erforschung von bis dahin weitgehend unbekannten
Ionenkanälen. Unter anderem entwickelte sich daraus die Zwei-Elektroden Voltage-Clamp Methode
(TEVC), mit der unter Verwendung von Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis
als Expressionssytem, Ionenkanäle untersucht werden können. Bei TEVC werden zwei Elektroden
verwendet, eine zur Ableitung der Spannung, die andere zur Injektion von Strom in die Zelle. Die
Aussagekraft der damit gewonnenen Messergebnisse hängt u.a. stark von der Anordnung der Elektro-
den sowie von der Stromstärke und der Änderungsgeschwindigkeit der Membranspannung ab. TEVC
an Oozyten des Xenopus laevis ist mittlerweile weit verbreitet und liefert unter optimalen Bedin-
gungen sehr zuverlässige Ergebnisse. Trotzdem kommt diese Methode bei der Untersuchung schnell
aktivierender Natrium-Kanäle bzw. bei hoher Ionenkanaldichte an ihre Grenzen.
Ein sehr viel versprechendes Verfahren zur Verbesserung der TEVC-Methode besteht in der Ver-
wendung einer dritten Elektrode zur Erzeugung eines Kompensationsfeldes außerhalb der Oozyte.
Die Wirksamkeit dieser zusätzlichen Kompensationselektrode wird in [BIS99] anhand mathematischer
Modelle und Simulationen des elektrischen Feldes in der Umgebung der Oozyte demonstriert. Die
Simulationsergebnisse und Berechnungen wurden unter Verwendung eines provisorisch modifizierten
TEVC-Verstärkers erprobt, und stimmen sehr gut mit den theoretischen Vorhersagen überein. Unge-
achtet der guten Ergebnisse muss dieses Verfahren jedoch noch unter realistischen Bedingungen im
Laboralltag erprobt und weiterentwickelt werden.
1.2 Zielsetzung
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung eines Zwei-Elektroden Voltage-Clamp Verstärkers
der als erstes System dieser Art eine dritte Elektrode zur Erzeugung eines extrazellulären Kompensa-
tionsfeldes integriert und zum Test sowie zur Weiterentwicklung dieser Kompensationselektrode unter
praxisnahen Messbedingungen, d.h. bei hoher Ionenkanaldichte und schnellen Aktivierungszeiten, ver-
wendet werden kann.
Ein provisorisch modifizierter Verstärker, wie er in [BIS99] zum prinzipiellen Nachweis des Effektes
der Kompensationselektrode verwendet wurde, ist für den dauerhaften Einsatz bei der Untersuchung
transfizierter Zellen aufgrund seiner Störanfälligkeit nicht geeignet. Stattdessen soll ein robuster Ver-
stärker entwickelt werden, der den Anforderungen eines konventionellem TEVC-Experimentes genügt,
und dessen Parameter reproduzierbar eingestellt und auf einfache Weise quantitativ erfasst werden
können.
Um die Kompensationelektrode in den TEVC-Verstärker bei gleichzeitiger Wahrung der Stabilität des
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Systems zu integrieren, erfolgt eine Neuentwicklung des Verstärkergrundkonzeptes, in das die Kom-
pensationselektrode von Beginn an mit einbezogen wird. Eine reproduzierbare Einstellung und einfache
quantitative Erfassung der Verstärkerparameter erfolgt durch die Steuerung des Verstärkers mit einem
Anwenderprogramm (PatchMaster, HEKA Elektronik) auf einem PC. Es bietet die Möglichkeit der
grafischen Darstellung und Auswertung der Messdaten und darüber hinaus die gemeinsame Speiche-
rung der Messdaten mit den zugehörigen Verstärkerparametern. Dieses Anwenderprogramm besteht
bereits und muss um die Funktionalität zur Ansteuerung des TEVC-Verstärkers ergänzt werden.
Die softwarebasierte Steuerung der Verstärkerparameter wird durch Integration von Digital-Analog-
Umsetzern in die analogen Schaltungen, mit denen die Verstärkerparameter (z.B. Verstärkung, Offset,
Zeitkonstanten) realisiert werden, erreicht.
Die Verbindung zwischen Verstärker und Anwenderprogramm auf dem PC benötigt eine geeignete
Schnittstelle, die für die Einstellung der D/A-Umsetzer sorgt, die vom Anwender erzeugten Signale
zur Stimulation der Zelle von digital nach analog umsetzt und die aufgenommenen Messwerte von
Strom und Spannung digitalisiert und zum PC überträgt. Die dafür erforderliche Schnittstelle bildet
das Daten-Akquisitions-Interface LIH8+8 (HEKA Elektronik).
Die in dem Anwenderprogramm angezeigten physikalischen Größen, z.B. Membranstrom und Mem-
branspannung müssen aus den digitalen Abtastwerten des LIH8+8 berechnet werden. Dazu werden
selbstständig ablaufende Software-Routinen entwickelt, die eine Kalibrierung der Verstärkerelektronik
vornehmen und die Koeffizienten für eine Berechnung der physikalischen Größen aus den digitalen
Abtastwerten bestimmen.
Nach erfolgreicher Herstellung des Verstärkers bzw. während der Prototypenphase sind Testmessungen
sowohl an Modellschaltungen als auch an Oozyten an einem TEVC-Messplatz vorgesehen, um an dem
bis dahin realisierten Verstärker Korrekturen vornehmen zu können. Diese Tests sollen mit Hilfe einer
Modellzelle bestehend aus passiven Bauelementen sowie am Lehrstuhl für Biophysik der Friedrich-
Schiller-Universität Jena unter der Leitung von Prof. Dr. Stefan H. Heinemann erfolgen.
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2 Grundlagen und Stand der Technik
2.1 Zelle, Membran und Ionenkanal
Ionenkanäle sind Poren in der Membran von Zellen, die ihr beispielsweise den Austausch von K+-
oder Na+-Ionen mit ihrer Umgebung gestatten. Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung einer
Zellmembran (Lipid-Doppelschicht) mit Ionenkanälen.
Abbildung 1: Zellmembran mit Ionenkanälen [Hil01]
In einer Salzlösung beträgt der spezifische elektrische Widerstand der Zellmembran für Ionen bis
zu 105 Ωcm [Hil01]. Richtung und Intensität des Ionenstroms sind sowohl von der Art, Anzahl und
Leitfähigkeit der Ionenkanäle als auch von dem Konzentrationsgradienten der vorhandenen Ionen
und der elektrischen Potenzialdifferenz über der Zellmembran abhängig. Neben den Ionenkanälen
existieren weitere Transportproteine in der Zellmembran, die Ionen transportieren (z.B. Na+/K+-
ATPase). Diese können einen Konzentrationsgradienten schaffen, der eine Voraussetzung für einen
Strom von Ionen durch die Ionenkanäle der Zellmembran ist [Kli03].
Ionenkanäle sind an einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt, u.a. am Auf- und Abbau von
Aktionspotentialen beispielsweise in Nerven- und Herzmuskelzellen zur Reizweiterleitung und Muskel-
kontraktion, Volumenänderungen der Blutgefäße, Apoptose, Immunomodulation, Hormonsekretion,
usw. [V+07]. Kalium-, Kalzium- und Natriumionenkanäle spielen bei Krankheiten wie Hyperkaliämie,
Epilepsie, angeborener Myotonie sowie bei verschiedenen kardialen Arrythmien eine entscheidende
Rolle [FFB+06]. Die besondere Bedeutung von Ionenkanälen bei der Zellproliferation sorgte in den
letzten Jahren dafür, dass sich eine vielzahl klinischer Studien mit dem Zusammenhang von Ionenkanä-
len und der Entstehung und Ausbreitung von Krebserkrankungen beschäftigten, u.a. [FP08], [Kun05],
[Sch05].
Eines der wichtigsten Ziele der Elektrophysiologie ist unter anderem das Verständnis der Funktion von
Ionenkanälen. Von Interesse ist dabei insbesondere der Transportmechanismus der Ionen durch den
Kanal, seine Aktivierung und Inaktivierung, die Detektion von Änderungen des elektrischen Feldes
an der Membranoberfläche.
2.2 Expressionssystem des Xenopus laevis
Die meisten biologischen Zellen exprimieren gleichzeitig eine Vielzahl verschiedener Ionenkanäle. Eine
isolierte Untersuchung eines bestimmten Kanaltyps ist daher sehr aufwendig. Für derartige Untersu-
chungen wird ein Zelltyp benötigt, der eine geringe Anzahl endogener Ionenkanäle aufweist, und in
dem der zu untersuchende exogene Kanaltyp exprimiert werden kann.
2 GRUNDLAGEN UND STAND DER TECHNIK 5
Sehr gut für die Translation exogener mRNA eignen sich die Eizellen (Oozyten) des afrikanischen
Krallenfrosches Xenopus laevis [GLWM71]. Die Injektion von aus Rattenhirn isolierter mRNA in
diese Oozyten führt beispielsweise zum Einbau spannungsgesteuerter Na+- und K+-Kanäle in die
Zellmembran [GMP83, SHE+81].
Basierend auf diesen Erkenntnissen entwickelte sich die Oozyte des Xenopus laevis zu einem weit
verbreiteten Expressionssystem für Ionenkanäle, Rezeptoren und Transporter. Abbildung 2 zeigt zwei
Exemplare des afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis und seine Oozyten (unteres Bild).
Abbildung 2: Afrikanischer Krallenfrosch Xenopus laevis mit Oozyten
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2.3 Zwei-Elektroden Voltage-Clamp
Für die Untersuchung des Expressionssystems Xenopus laevis Oozyte hat sich die Zwei-Elektroden
Voltage-Clamp Methode (TEVC - two electrode voltage clamp) etabliert [Mar49, Col49, HHK49, Stü92,
STH92, SP95, Stü98, WFI+00]. Das Prinzip der Zwei-Elektroden Voltage-Clamp Methode ist in Ab-
bildung 3 dargestellt. Sie ermöglicht die selektive Untersuchung transmembraner Ionenströme durch
die räumliche und zeitliche Kontrolle der Membranspannung, die Eliminierung kapazitiver Ströme und
die Wahl geeigneter intra- und extrazellulärer Lösungen [DBPL92, KS74, MMS91]:
Abbildung 3: Zwei-Elektroden voltage clamp Versuchsanordnung
Die untersuchte Oozyte A befindet sich in einer mit der Lösung H gefüllten Badkammer. Die Elek-
troden C und D (Glaskapillaren) sind mit einer Kaliumchloridlösung (3M) I gefüllt und ca. 100 -
200 µm tief in die Oozyte eingestochen. In ihnen befindet sich außerdem ein chlorierter Silberdraht
(Ag/AgCl), der den elektrischen Kontakt zwischen dem Verstärker und der Oozyte herstellt. An seiner
porösen Oberfläche findet der Übergang von Elektronenleitung zu Ionenleitung statt [Axo]. Außer den
Elektroden C und D befinden sich zwei chlorierte Silberelektroden B zur Messung des Potenzials der
Badlösung und B’ zur Erdung der Badkammer.
In Abbildung 4 ist eine Fotografie der Badkammer eines TEVC-Messplatzes mit einer Oozyte sowie
den Glaskapillaren der Strom- und Spannungselektrode dargestellt.
Der Verstärker E misst die Membranspannung, d.h. die Potenzialdifferenz zwischen den Elektroden
B und C. Eine Spannung am Ausgang des Verstärkers G hat einen Strom Im zur Folge, der als
Ionenstrom über die Elektrode D in die Oozyte, durch die Zellmembran und über die Badelektrode
B’ zur Masse abfließt. Die Membranspannung Um der Oozyte wird mit Hilfe des Stroms Im auf ihren
Sollwert geregelt und der dafür benötigte Strom Im gemessen.
Typisch für die Membranspannung sind Werte zwischen ± 250 mV. Der übliche Membranstrombereich
umfasst etwa zwei Größenordnungen, d.h. die Werte liegen zwischen ± 100 ·10−9 A und ± 30 ·10−6 A.
Es können auch Spitzenströme von bis zu ± 100 · 10−6 A auftreten. Der maximale Strom wird durch
die maximal mögliche Ausgangsspannung des Verstärkers G und den Widerstand der Glaskapillare
D bestimmt. Letzterer hängt von der Größe der Öffnung und der Form ihrer Spitze ab, die bis auf
einen Durchmesser von wenigen Mikrometern ausgezogen ist. Die in die Oozyte fließenden Ionen
müssen diese Engstelle passieren. Üblich ist die Verwendung von Kapillaren mit einem Widerstand
von 300 kΩ bis 1000 kΩ. Am Ausgang des Verstärkers G werden daher Spannungen ≥ 100 V benötigt,
um einen Strom Im = 100 µA zu erzeugen.
Der Widerstand und die parasitäre Streukapazität der Glaskapillare sowie die Ausprägung von Leck-
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Abbildung 4: TEVC-Badkammer mit Oozyte (Mitte) und den Elektroden zur Kontaktierung: Mem-
branspannung (links), Membranstrom (rechts hinten) und Kompensationselektrode (rechts vorne)
strömen an der Einstichstelle, kann durch geeignete Einstellung der Temperatur und der Dauer des
Ausziehvorganges (pipette pull) beeinflusst werden. Eine Optimierung dieser Eigenschaften wird bei-
spielsweise bei der SEVC-Methode (single electrode voltage clamp) durch Beschichtung der Kapillare
mit Dricote und Vaseline erreicht [JSF97].
Je geringer die ohmschen Widerstände der Elektroden C und D in Abbildung 3 sind, umso besser
sind die dynamischen Eigenschaften der TEVC-Messanordnung. Der Elektrodenwiderstand ist indi-
rekt proportional zu der Größe der Öffnung an der Spitze der Glaselektrode. Eine zu große Öffnung
kann zu einem Austreten der KCl-Lösung aus der Elektrode in das Zellinnere führen und die Oo-
zyte zerstören. Eine geeignete Methode um den Austritt von Lösung zu verhindern, ist die Füllung
der Elektrodenspitze mit Agarose. In [SLD94] findet sich dazu eine detaillierte Diskussion der An-
wendung von ACE (Agarose-Cushion-Electrodes) an Oozyten des Xenopus laevis. Abbildung 5 zeigt
Mikroskopaufnahmen dieser ACE aus [SLD94].
Neben einer Methode zur Abschätzung und Messung der verteilten parasitären Kapazität der Elek-
trode in [CT81] findet sich in [FG97] eine mathematische Modellierung der elektrischen Eigenschaften
von elektrolytgefüllten Glaselektroden.
2 GRUNDLAGEN UND STAND DER TECHNIK 8
Abbildung 5: Mikroskopaufnahmen von ACE (Agarose-Cushion-Electrodes): A ACE mit kleiner Öff-
nung bei geringer Vergrößerung, B wie A stärker vergrößert, ACE mit großer Öffnung Vergrößerung
wie bei A, D wie C mit Vergrößerung wie bei B [SLD94]
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2.4 Zwei-Elektroden Current-Clamp
Zur Untersuchung von Ionenkanälen wird neben voltage clamp Experimenten auch die Zwei-Elektroden
Current-Clamp Methode (TECC - two electrode current clamp) eingesetzt. Im Gegensatz zu einem
voltage clamp Experiment wird hier der Membranstrom Im geregelt und die Reaktion der Membran-
spannung Um gemessen. Abbildung 6 zeigt die prinzipielle Struktur einer current clamp Versuchsan-
ordnung.
Abbildung 6: Zwei-Elektroden current clamp Versuchsanordnung
Der in die Oozyte injizierte Strom Im fließt durch den Widerstand R. Die an R abfallende Spannung
UIm,ist wird am Eingang des Verstärkers F mit der zum Sollwert des Membranstroms proportionalen
Spannung UIm,soll = R · Im,soll verglichen. Fließt ein geringerer als der gewünschte Strom, verringert
sich die Spannung UIm,ist am Ausgang des Verstärkers K. Dies führt zu einer Vergrößerung der Aus-
gangsspannung des Verstärkers G und somit zu einem höheren Strom. Im Gegensatz dazu veranlasst
ein zu hoher Strom Im eine Verkleinerung der Ausgangsspannung des Verstärkers G, wodurch die
Überhöhung ausgeglichen wird.
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2.5 Space-Clamp Problem
Die Qualität und Aussagekraft der mit der Zwei-Elektroden voltage clamp Methode gewonnenen Er-
gebnisse hängt wesentlich von der Geschwindigkeit und Genauigkeit ab, mit der sich die Membran-
spannung auf den gewünschten Wert einstellt.
TEVC-Experimente an Xenopus laevis Oozyten liefern gute Ergebnisse solange der Membranstrom
weniger als 20 µA beträgt und die Zeitkonstante der Sprungantwort der Membranspannung ≥ 300 µs
ist. Ist hingegen die Anzahl der in der Zelle exprimierten Ionenkanäle sehr groß, sind Ströme ≥
100 µA möglich. Zur Untersuchung von Ionenkanälen mit Aktivierungszeitkonstanten kleiner einer
Millisekunde, sind Änderungen der Membranspannung mit Zeitkonstanten ≤ 300 µs erforderlich. In
diesen beiden Fällen gelangt die herkömmliche Zwei-Elektroden voltage clamp Methode, was ihre
Genauigkeit betrifft, an ihre Grenzen.
Eine detaillierte mathematische Modellierung und Analyse der elektrischen Eigenschaften von Oozyte
und TEVC-Versuchsanordnung ergab, dass eine Ungleichverteilung des intrazellulären Potenzials eine
schnelle und exakte Einstellung der Membranspannung erschwert [BIS99]. Space-Clamp bedeutet,
dass jeder Raumpunkt innerhalb der Oozyte das gewünschte Potenzial aufweist. Die Simulation der
Potenzialverteilung innerhalb einer kugelförmigen Oozyte in Abbildung 7 zeigt, dass die Abweichung
vom gewünschten Potenzial 50 µs nach einem 100 mV-Sprung der Membranspannung bis zu 700 mV
betragen kann, und mit einer vergleichsweise langsamen Zeitkonstante von bis zu 150 µs abklingt.
Abbildung 7: Simulation der Potenzialverteilung nach Injektion eines Strompulses in eine kugelförmige
Oozyte [BIS99]
Ursachen für die ungleichmäßige Potenzialverteilung sind:
• die im Vergleich zur Badlösung geringere Leitfähigkeit des Zytosols γi = 0, 24 Sm
(Badlösung: γo = 1, 2 Sm )
• die hohe spezifische Kapazität der Zellmembran c = 47, 2 mFm2
• die exzentrische Position der Stromelektrode:
Durchmesser der Oozyte ∼ 1mm, Eindringtiefe der Stromelektrode ∼ 100µm [EE70, GCG+02]
2.6 Cut-Open Oocyte Voltage-Clamp
Die Cut-Open Oocyte Voltage-Clamp Technik [Ste98] ist eine Alternative zur TEVC-Technik, bei der
das Space-Clamp-Problem nicht auftritt. Die Oozyte wird in eine spezielle Vorrichtung eingesetzt, die
die Zelloberfläche in drei Bereiche (Kammern) einteilt (vgl. Abbildung 8).
Die obere Kammer dient der Aufzeichnung des Membranstroms. Mittels Glaselektroden (intra- und
extrazellulär) wird dieser Bereich der Zellmembran auf die gewünschte Spannung geregelt (voltage
clamp). Die mittlere Kammer dient als Isolation zwischen oberer und unterer Kammer. Ihr Potenzial
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Abbildung 8: Prinzip der Cut-Open Oocyte Voltage-Clamp Technik [Ste98]
wird auf das der oberen Kammer geregelt. Im unteren Bereich ist die Membran der Oozyte aufge-
schnitten (cut open) oder durch Behandlung mit Saponin permeabilisiert. Von hier aus kann eine
Perfusionskanüle in das Zellinnere eingeführt werden, die einen Austausch der intrazellulären Lösung
erlaubt. Eine Badelektrode in der unteren Kammer stellt einen niederohmigen elektrischen Zugang
zum Zellinneren her, über den der Membranstrom injiziert wird.
Aufgrund der homogenen Potenzialverteilung im Inneren der Oozyte kann die Membrankapazität
innerhalb von 20 µs bis 40 µs geladen werden [Ste98]. Nachteilig ist der im Vergleich zu TEVC höhere
technische Aufwand und die Tatsache, dass die Oozyte durch die Öffnung der Membran zerstört wird
und anschließend nicht für weitere Messungen verwendet werden kann.
2.7 TEVC mit extrazellulärer Kompensationselektrode
Zur Kompensation der im Inneren der Zelle auftretenden Potenzialunterschiede wird in [BIS99] der
Einsatz einer zusätzlichen extrazellulären Stromelektrode vorgeschlagen, und deren Auswirkung auf die
intra- und extrazelluläre Potenzialverteilung mit Hilfe eines Kugelmodells untersucht. Das verwendete
Modell ist in Abbildung 9 dargestellt.
Abbildung 9: Kugelmodell zur elektrostatischen Beschreibung der Oozyte
In Abbildung 9 ist r die Entfernung eines beliebigen Punktes vom Ursprung. Der Winkel θ ist wie
angegeben, φ bezeichnet den Winkel um die horizontale Achse. Im Inneren der als Kugel mit Radius a
modellierten Oozyte befindet sich eine punktförmige Ladungsquelle mit der Gesamtladung qi in einer
Entfernung r = ci vom Ursprung. Die Quelle qi entspricht der Stromelektrode. Ausserhalb der Zelle
befindet sich eine ringförmige Stromquelle qo in einer Entfernung r = co mit dem Öffnungswinkel βo.
Die Quelle qo entspricht der Kompensationselektrode. Im Unendlichen wird eine große Badelektrode
angenommen, so dass gilt: V → 0 für r → ∞. Aus diesem Modell ergibt sich folgende Beziehung für
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die Potenzialverteilung Φ(θ) innerhalb und außerhalb der Oozyte:
Φ(θ) =
∞∑
l=0
[Alal −Bla−(l+1)]Pl(cosβ) (1)
Die Berechnung der Koeffizienten Al und Bl sowie von Pl ist in [BIS99] angegeben. Ausgehend von dem
Kugelmodell der Oozyte und der Beziehung aus Gleichung 1 wurde die Potenzialverteilung innerhalb
und außerhalb der Oozyte nach der Injektion eines kurzen Strompulses berechnet. Dafür wurde die
Oozyte als Kugel mit Mittelpunkt im Ursprung (x = 0, y = 0) und mit dem Radius a = 0, 65 mm
modelliert. Die Einstichtiefe der Stromelektrode unter dem Winkel θ = 0° beträgt 100 µm.
Die Kompensationselektrode wird als Punktladungsquelle (βo = 0) an der Position co = 0, 825 mm
angenommen. Gemittelt über die gesamte Membranfläche ruft der Strompuls einen Sprung des Mem-
branpotenzials von 100 mV hervor. Abbildung 10 vergleicht die Membranpotenzialverteilung 50, 100
und 400 µs nach dem Strompuls, mit und ohne Kompensationselektrode.
Abbildung 10: Simulation der Potenzialverteilung ohne (A) und mit Kompensationselektrode (B)
[BIS99]
Tabelle 1 fasst die maximalen Abweichungen des Membranpotenzials vom Sollwert (100 mV) für
verschiedene Zeiten tp nach der Injektion des Strompulses zusammen.
tp unkompensiert kompensiert
50 µs 700 mV k.A.
100 µs 300 mV 17 mV
400 µs 20 mV 1 mV
Tabelle 1: Fehler des Membranpotenzials nach Injektion eines Strompulses [BIS99]
Zur Überprüfung, ob die theoretisch vorhergesagte Ungleichverteilung des Membranpotenzials bei der
Injektion eines kurzen Strompulses experimentell nachweisbar ist, wurde einer Oozyte ohne exogene
Ionenkanäle ein 20 µs dauernder Strompuls injiziert, und das Membranpotenzial an zwei unterschied-
lichen Orten auf der Zellmembran θ = 180◦ und θ = 30◦ aufgezeichnet [BIS99]. Die Kompensations-
elektrode (βo = 0) befindet sich an der Position co = 0, 8 mm. Der Faktor ν gibt das Verhältnis von
Kompensations- zu Membranstrom an und wird im Experiment auf die Werte 0, 5, 10 und 20 einge-
stellt. Die gemessenen Kurven sind zusammen mit den theoretisch vorhergesagten (glatte Kurven) in
Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Berechneter (glatte Kurven) und experimenteller Verlauf der Membranspannung an der
Position θ = 180◦ (A) und θ = 30◦ (B) nach Injektion eines 20 µs dauernden Strompulses [BIS99]
Bei deaktivierter Kompensationselektrode (ν = 0) steigt die Membranspannung an der Position
θ = 180◦ allmählich an. Der Spannungsverlauf an der Position θ = 30◦ zeigt im Gegensatz da-
zu ein deutliches Überschwingen. Eine Erhöhung des Faktors ν wirkt diesem Verhalten entgegen. Das
bedeutet, dass während das Überschwingen abnimmt, der Anstieg an der Position θ = 180◦ steiler
wird. Der angestrebte Verlauf der Membranspannung wird bei einem Faktor ν ∼ 10 erreicht. Eine
weitere Erhöhung von ν führt zu einer Überkompensation.
Die Injektion des Strompulses wurde mit einem TEVC-Verstärker OC-725A (Warner Instruments,
Hamden, CT) durchgeführt. Dieser Verstärker erlaubt den Anschluss einer Elektrode zur Messung der
Spannung und einer Elektrode zur Strominjektion.
Eine Kompensationselektrode kann daran nicht angeschlossen werden. Um einen Kompensationsstrom
in die Badlösung applizieren zu können, wurde die Stromelektrode provisorisch um einen Spannungs-
Strom-Wandler erweitert. Die Messungen konnten die theoretischen Vorhersagen bezüglich der homo-
generen Membranpotenzialverteilung an nicht transfizierten Oozyten, d.h. ohne exogene Ionenkanäle,
bestätigen. Messungen an transfizierten Zellen mit hoher Kanaldichte, bzw. mit schnell aktivierenden
Kanälen wurden in [BIS99] mit der provisorischen Kompensationselektrode nicht durchgeführt.
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Ist die Dichte der in der Oozyte exprimierten Ionenkanäle sehr hoch, sind Membranströme ≥ 100 µA
möglich. Abbildung 12 zeigt die Simulation der stationären Potenzialverteilung bei einer Injektion von
100 µA in die Oozyte.
Die Membranleitfähigkeit wurde auf 1 mS, der Durchmesser der Zelle auf 1,3 mm und die Einstichtiefe
der Stromelektrode auf 100 µm festgelegt. Die Leitfähigkeit des Zytosols beträgt γi = 0, 25 Sm und die
der extrazellulären Badlösung γo = 1, 25 Sm .
Abbildung 12 A zeigt die Standardelektrodenanordnung ohne Kompensationselektrode. In Abbil-
dung 12 B befindet sich die Kompensationselektrode an der Position co = 0, 825 mm, θ = 0. Der
Kompensationsstrom in der Badlösung beträgt das Zwölffache (ν = 12) des Stroms durch die Zell-
membran.
Abbildung 12: Potenzialverteilung bei einem Membranstrom von 100 µA im eingeschwungenen Zu-
stand [BIS99]
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Aus Abbbildung 12 A ist ersichtlich, dass durch das hohe Potenzial in der Nähe der Stromelektro-
denspitze lokale Potenzialdifferenzen über der Membran entstehen, die bis zu 600 mV vom Mittelwert
abweichen. Die Strominjektion durch die extrazelluläre Kompensationselektrode (Abbildung 12 B)
spiegelt das Potenzialgefälle im Inneren der Oozyte in die Badlösung, wodurch die maximale Abwei-
chung der Spannung lokaler Membranabschnitte vom Mittelwert deutlich reduziert wird.
Abbildung 13: Transmembranpotenzial in Abhängigkeit des Winkels θ für verschiedene Membranleit-
fähigkeiten: a 1 mS, b 0,1 mS, und c 0,01 mS sowie einem Strom, der eine Membranspannungsänderung
von 100 mV bewirkt [BIS99]
Abbildung 13 zeigt die Abhängigkeit der Membranspannung vom Ort auf der Zellmembran - gege-
ben durch Radius a und den Winkel θ. Werden 100 µA in die Oozyte injiziert, beträgt das mittlere
Membranpotenzial 100 mV. An der Position θ = 0° ist das Membranpotenzial 750 mV, am gegenüber-
liegenden Pol der Zelle 50 mV. Der Vergleich dieser Werte mit denen in Abbildung 13 B zeigt, dass
die Kompensationselektrode die maximale Abweichung des Membranpotenzials vom Mittelwert um
den Faktor 20 reduziert.
2 GRUNDLAGEN UND STAND DER TECHNIK 16
2.8 Andere TEVC-Verstärkersysteme
Im Folgenden soll ein kurzer Überblick über die derzeit (Stand 2012) kommerziell erhältlichen TEVC-
Verstärkersysteme und ihrer wichtigsten Eigenschaften gegeben werden.
npi Electronic Instruments (TEC-03, TEC-05, TEC10): Zwei-Elektroden Voltage-Clamp Verstär-
ker ohne Daten-Akquisitions-Interface.
Betriebsmodi: Potential Electrode Resistance Test, Current Clamp Mode, Voltage Clamp Mode, Cur-
rent Electrode Resistance Test (und weitere, modellabhängig). Potenzial-Elektrode Eingangswider-
stand: > 1013 Ω, Betriebsspannung ±15 V, Strom-Elektrode Ausgangsspannungsbereich: ±150 V,
Abmessungen 100x50x30 mm, Verlustleistung 6 W, Strombereich: 150 µA / 1 MΩ. Full Power Band-
width: >100 kHz, rise time (10 % - 90 %) 100 µA Strompuls an 1 MΩ: <30 µs. Transientenkompen-
sation: Drei Zeitkonstanten und Amplitude, einstellbar mittels vier Potentiometern (ten-turn), Filter
Stromsignal: Zwei- oder vierpol Bessel-Tiefpass mit sechzehn Grenzfrequenzen zwischen 20 Hz und
20 kHz, manuelle Einstellung der Grenzfrequenz über Drehschalter mit Überwachung der Schalterpo-
sition, Dynamisches Verhalten im voltage clamp Betrieb: 1 % settling time: <80 µs für 10 mV Sprung,
<100 µs für 100 mV Sprung an Modellzelle mit Re = 1 MΩ, Rm = 100 kΩ, Cm = 100 nF .
Molecular Devices Corporation (AxoClamp 900A): Computergesteuerter Voltage-Clamp Ver-
stärker (zwei Kanäle) u.a. für Zwei-Elektroden Voltage-Clamp mit optionalem Daten-Akquisitions-
Interface.
Ausgangsspannungsbereich Stromelektrode: ±180 V, Ausgangsstrom: 100 µA, Spannungsbereich im
voltage clamp Betrieb: ±200 mV, aktive Regelung des Badpotenzials (bath clamp), Filter: 2 Hz bis
30 kHz Bessel-Tiefpass, 3 Hz bis 45 kHz Butterworth-Tiefpass, AC voltage clamp Verstärkung 20 bis
50000, voltage clamp Zeitkonstante: 5,4 µs bis 52 ms, Spannungsanstiegsgeschwindigkeit: 60 µs, 10 %
current settling time: 80 µs, Spannungsrauschen: 23 µVrms, Stromrauschen: 70 nArms.
ADInstruments (OC-725c-v): Zwei-Elektroden Voltage-Clamp Verstärker mit bath clamp circuitry
(aktive Regelung des Badpotenzials).
Ausgangsspannungsbereich Stromelektrode: ±180 V, Vierpol Bessel Tiefpassfilter, AC voltage clamp
Verstärkung 2000 sowie zusätzliche DC voltage clamp Verstärkung 106, clamp response time: 350 µs
(10 % - 90 % Anstiegszeit) bei 100 mV Sprung an Modellzelle, manuell einstellbarer Strombereich über
3-Positionen Wahlschalter, Messbereich bis 1 mA, voltage clamp Haltepotenzial wählbar zwischen ±1
bis 99 mV und ±2 bis 198 mV in Schritten von 1, 2, 10 und 20 mV über Taster.
Dagan Corporation (TEV-200A): Manueller Zwei-Elektroden Voltage-Clamp Verstärker
Ausgangsspannungsbreich Stromelektrode: ±145 V, Maximaler Ausgangsstrom: 10 µA, voltage clamp
Verstärkung maximal 10000, Haltepotenzial (Membranspannung): manuell über Potentiometer (ten-
turn) einstellbar, 20 mV pro Umdrehung, Spannungsbereich ±200 mV, wählbare Polarität, Strom-
signalfilter: Vierpol Bessel-Tiefpassfilter, 12 Eckfrequenzen zwischen 20 Hz und 100 kHz wählbar,
Stromsignal-Monitor (BNC-Ausgang) Empfindlichkeit wählbar von 0.05 mV
nA
bis 10 mV
nA
.
Fazit: Bei allen oben genannten TEVC-Verstärkern erfolgt mit Ausnahme des AxoClamp 900A der
Firma Molecular Devices die Einstellung aller Verstärkerparameter manuell mittels (Dreh-) Schaltern,
Potentiometern und Tastern. Eine visuelle Rückmeldung für den Anwender über den Zustand des
Gerätes erfolgt mit Hilfe von Status-LEDs und numerischen bzw. alphanumerischen Anzeigeelementen.
Die Ausgabe der Messsignale (Membranstrom und -spannung) erfolgt in der Regel über BNC-Buchsen
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in Form einer Spannung mit einem festen oder variablen Skalierungsfaktor.
Keiner der derzeit kommerziell erhältlichen TEVC-Verstärker bietet die Möglichkeit eine zusätzliche
Elektrode zur Strominjektion als Kompensationselektrode anzuschließen. Es fehlt allen Verstärkern
außerdem die Möglichkeit, auf einfache und übersichtliche Weise einmal gewonnene Messdaten mit den
zum Zeitpunkt der Messung eingestellten Verstärkerparametern zusammen abzuspeichern, um später
diese Messung im Hinblick auf den Zustand des Verstärkers auszuwerten bzw. die gleiche Messung je-
derzeit reproduzieren zu können. Für den Test und die Weiterentwicklung der Kompensationselektrode
ist diese Möglichkeit eine unabdingbare Voraussetzung.
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3 Systemkonzept
3.1 Anforderungen an das TEVC-System
Für eine gezielte Untersuchung der Kompensationselektrode muss der Wert aller relevanten Verstär-
kerparameter und Messgrößen zu jedem Zeitpunkt des Experiments bekannt sein. Außerdem muss
nachvollzogen werden können, mit welchen Parameterwerten ein bestimmtes Ergebnis erzielt wurde,
um die Messung später reproduzieren zu können. Eine manuelle Protokollierung aller Verstärkerpara-
meter wäre wegen ihrer Vielzahl und der gegenseitigen Abhängigkeiten zu langsam, umständlich und
fehleranfällig. Hierfür dient dem Experimentator ein Anwenderprogramm mit graphischer Benutze-
roberfläche (PatchMaster, HEKA Elektronik), mit dessen Hilfe die zeitliche Abfolge der Signale zur
Stimulation der Oozyte während des Experiments festgelegt wird. Die Software erlaubt dem Experi-
mentator die protokollierte Einstellung der Verstärkerparameter wie z.B. Reglerverstärkung, Filter-
grenzfrequenz oder Offset-Spannung und bietet die Möglichkeit der Darstellung und Analyse aller im
Experiment gewonnenen Messdaten.
Die Verbindung zwischen Anwenderprogramm und Verstärker bildet das Daten-Akquisitions-Interface
LIH 8+8 (HEKA Elektronik), das alle zur Signalerzeugung und -aufzeichnung notwendigen D/A- und
A/D-Umsetzer enthält. Es schaltet die verschiedenen Signalpfade des Verstärkers und konfiguriert
die Schaltungen mit denen die Verstärkerparameter realisiert werden entsprechend den Eingaben des
Anwenders. Dazu enthält die analoge Elektronik, z.B. zur Bildung eines Verstärkungsfaktors, D/A-
Umsetzer, mit deren Hilfe die Verstärkung softwarebasiert verändert werden kann.
Einen schematischen Überblick über den Zusammenhang der einzelnen Komponenten des Verstärker-
systems gibt Abbildung 14.
Abbildung 14: Schematischer Überblick über die Komponenten des TEVC-Systems mit integrierter
Kompensationselektrode
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3.1.1 Notwendigkeit einer Regelung
Die Leitfähigkeit der Membran hängt von der Art und Dichte der in ihr enthaltenen Ionenkanäle ab und
kann z.B. durch chemische Substanzen beeinflusst werden. Soll die Membranspannung unabhängig von
der Membranleitfähigkeit konstant gehalten werden, muss diese Spannung kontinuierlich gemessen und
mit dem gewünschten Wert verglichen werden. Bei einer Abweichung, muss der in die Zelle injizierte
Strom entsprechend angepasst werden.
In einem current clamp ist, abhängig von der Membranleitfähigkeit eine bestimmte Spannung am
Ausgang der Stromelektrode erforderlich, um den geforderten Ionenstrom zu erzeugen. Um diesen
Strom unabhängig von der Membranleitfähigkeit konstant zu halten muss er kontinuierlich gemessen,
und mit seinem Sollwert verglichen werden. Sobald er davon abweicht, wird die Spannung an der
Stromelektrode entsprechend korrigiert.
Beide Experimenttypen – voltage und current clamp – erfordern eine Regelung der Größen Um bzw.
Im, denn diese sollen unabhängig von der Membranleitfähigkeit konstant gehalten werden [DIN].
3.1.2 Integration der Kompensationselektrode
Die Aufgabe der Kompensationselektrode ist die Erzeugung eines extrazellulären Potenzialgradien-
ten durch die Injektion eines Stromes in die Badlösung. Der Betrag dieses Stroms richtet sich nach
der Höhe des in die Oozyte injizierten Membranstroms multipliziert mit einem Faktor ν [BIS99]. Da
sichergestellt sein muss, dass zu jeder Zeit und unabhängig von äußeren Einflüssen ein zum Mem-
branstrom proportionaler Kompensationsstrom in die Badlösung injiziert wird, ist eine Regelung des
Kompensationsstroms erforderlich. Zu den äußeren Einflüssen zählen z.B. Konzentrations- oder Füll-
höhenschwankungen der Lösung in der Badkammer. Zur Injektion des Kompensationsstroms wird eine
zweite Stromelektrode in der current clamp Betriebsart eingesetzt.
3.1.3 Modellbasierter Systementwurf
Zur Untersuchung des Effekts der Kompensationselektrode können während eines TEVC-Experiments
die Verstärkerparameter gezielt verändert und die Auswirkungen auf Membranstrom und -spannung
beobachtet werden. Um aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten, muss sichergestellt sein, dass der
Zustand des Verstärkers jederzeit bekannt ist, und sein Verhalten genau den Vorgaben des Anwenders
entspricht.
Voraussetzung hierfür ist eine Definition des gewünschten Verstärkerverhaltens, sowie eine Möglichkeit,
Abweichungen vom definierten Verhalten feststellen und korrigieren zu können. Dem Entwicklungs-
prozess wurde deshalb ein modellbasierter Ansatz zugrunde gelegt, der in den folgenden Punkten
zusammengefasst ist:
1. Ausgehend von den Anforderungen an das TEVC-System wird das Systemverhalten durch ein
abstraktes Modell in Form eines Signalflussplans definiert.
2. Das Modell besteht aus Funktionsblöcken mit genau definiertem Signalübertragungsverhalten
wie beispielsweise 4-Pol Bessel-Tiefpassfilter oder Verstärker mit einstellbarer Verstärkung von
1 bis 1000.
3. Bei der Umsetzung des Modells in eine elektronische Schaltung wird die Struktur des Modells
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möglichst unverändert beibehalten, d.h. jeder Funktionsblock wird in einer separaten Schaltung
aufgebaut, auch wenn das in einem höheren schaltungstechnischen Aufwand resultiert. Dabei ist
wichtig, dass die Funktion eines Schaltungsblocks nicht durch die Verbindung zu anderen Blö-
cken verändert wird. Das ist z.B. der Fall, wenn der Eingangswiderstand eines Schaltungsblocks
sehr niedrig ist und den Ausgang des vorangehenden Blocks belastet. Es kann in diesem Fall
aufgrund des Spannungsabfalls am Innenwiderstand eines Funktionsblocks zu einer unbeabsich-
tigten Dämpfung der Signalamplitude kommen.
4. Das tatsächliche Verhalten der zu realisierenden Schaltungen wird von dem beabsichtigten Mo-
dellverhalten auf Grund nicht idealer Bauelemente abweichen. Eine Kalibrierung des Verstärkers
ist erforderlich, für die die Abweichungen vom Sollverhalten gemessen werden müssen. Die Ein-
gänge der Schaltungsblöcke können zu diesem Zweck unabhängig voneinander mit einem Testsi-
gnal beaufschlagt und das resultierende Ausgangssignal gemessen werden. Aus der Abweichung
zwischen definiertem und tatsächlichem Verhalten werden in einer Kalibrierung die Werte zur
Korrektur des nicht idealen Verhaltens berechnet.
3.2 Spezifikation des TEVC-Systems
Aus den unter 3.1 genannten Systemanforderungen und den Wertebereichsabschätzungen aus voran-
gehenden Abschnitten (vgl. 2.3) lässt sich ein Anforderungskatalog (Lastenheft) für die Realisierung
des TEVC-Verstärkers ableiten (Tabelle 2).
Ausgangsspannungsbereich Stromelektrode (compliance) ±150 V
Ausgangsspannungsbereich Kompensationselektrode ±150 V
Eingangsspannungsbereich Spannungselektrode ±250 mV
Strommessbereich Stromelektrode ±500 µA
Max. Grenzfrequenz Strom- und Spannungssignalfilter 10 kHz
Zeitkonstante Stimulusfilter 0 - 3 ms
full power bandwidth Stromelektrode > 10 kHz
full power bandwidth Kompensationselektrode > 10 kHz
Bandbreite Membranspannungmessung > 10 kHz
Bandbreite Membranstrommessung > 10 kHz
Bandbreite Kompensationsstrommessung > 10 kHz
Reglertyp PI
Reglerverstärkung 1 - 200
Integrationszeitkonstante Regler 0 - 10 ms
Tabelle 2: Anforderungksatalog des TEVC-Verstärkers
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4 TEVC-Regelkreis
Gemäß den im Abschnitt 3.1.1 genannten Anforderungen ist für die Durchführung von voltage und
current clamp Experimenten in Verbindung mit der Kompensationselektrode eine Regelung der Grö-
ßen:
• Membranspannung Um
• Membranstrom Im und
• Kompensationsstrom Icomp erforderlich.
Das Verhalten des Verstärkers wird daher am besten durch ein Regelkreismodell beschrieben. Haupt-
bestandteil dieses Modells sind einschleifige Regelkreise für die Größen Um, Im und Icomp, d.h. aus Soll-
und Istwert der Regelgröße wird durch Differenzbildung die Regelabweichung berechnet und auf den
Eingang eines Reglers gegeben. Das vom Regler erzeugte Stellsignal liegt am Eingang der Regelstrecke
an und beeinflusst die Regelgröße entsprechend der Regelabweichung. Da es sich bei den zu regelnden
Größen ausschließlich um elektrische Ströme und Spannungen handelt, wird ein elektronischer Regler
eingesetzt.
Für einen elektronischen Regler müssen Soll- und Istwert aller Regelgrößen in Form elektrischer Span-
nungen vorliegen. Bei einem voltage clamp Experiment liegt die Regelgröße bereits als Spannungssignal
vor. Bei einem current clamp Experiment muss der Membranstrom zunächst in eine Spannung umge-
setzt werden.
Ein Zwei-Elektroden System kann entweder in der voltage- oder in der current clamp-Betriebsart
Messungen durchführen. Die Betriebsarten unterscheiden sich lediglich in ihrer Regelgröße - der Mem-
branspannung bzw. dem Membranstrom. Für beide Experimenttypen wird folglich nur ein Regelkreis
benötigt, vorausgesetzt, der Istwert kann zwischen Spannung und Strom umgeschaltet werden. Der
Sollwert des Kompensationsstromregelkreises muss durch Multiplikation des Membranstromes mit
einem variablen Faktor erzeugt werden.
Bei der Mehrzahl der voltage clamp Experimente ist eine sprunghafte Änderung der Membranspannung
üblich. Die Zeitkonstante des Spannungssprunges sollte einstellbar sein, um die bei der schnellen
Umladung der Membrankapazität entstehenden kapazitiven Stromtransienten im Vorfeld dämpfen zu
können. Eine ausführliche Beschreibung weiterer Maßnahmen zur Kompensation dieser Transienten
findet sich im Abschnitt 5.1.
Die mit dem Verstärker gemessene Membranspannung und der Membranstrom sind aufgrund der ho-
hen Eingangsempfindlichkeit des Verstärkers und den bei der Kontaktierung der Oozyte entstehenden
parasitären Kapazitäten stark verrauscht. Folglich ist eine Filterung und Verstärkung dieser Signale
erforderlich, bevor sie dem Anwender angezeigt werden können.
Ausgehend von den oben genannten Anforderungen wurde das in Abbildung 15 dargestellte Regel-
kreismodell für voltage und current clamp Experimente mit zusätzlicher Kompensationselektrode ent-
wickelt.
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Abbildung 15: Regelkreismodell: A Sollwert-Filter, B Soll-Istwert-Vergleich, C Regler, D Mi-
kroelektrode (Strom intrazellulär), E Mikroelektrode (Strom extrazellulär), F Filter Membran-
spannungssignal Um,G Istwert-Umschalter voltage / current clamp,HMikroelektrode (intrazelluläres
Potenzial), I Skalierungsfaktor Icomp/Im = ν, J Filter und K Verstärker Membranstromsignal Im, L
Regler Kompensationselektrode, M Badelektrode, M’ Referenzelektrode, N Badlösung, O Oozyte
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Der Sollwert der Regelgröße liegt am Eingang des Tiefpassfilters A an. Durch eine Tiefpassfilte-
rung wird die Anstiegsgeschwindigkeit der Membranspannung angepasst. Der Istwert der Membran-
spannung wird durch Differenzbildung zwischen intra- und extrazellulärem Potenzial (H und M’)
von der Potenzialelektrode gemessen. Der Membranstrom fließt in der Stromelektrode durch einen
Widerstand, so dass die darüber abfallende Spannung proportional zum Istwert des Stromes ist. Der
Experimenttyp (voltage bzw. current clamp) wird durch die Stellung des Schalters G festgelegt. Es
kann wahlweise der Istwert der Membranspannung oder die zum Membranstrom proportionale Span-
nung auf den Soll-Istwert-Vergleicher B geführt werden. Die Istwerte des Membranspannungs- bzw.
Stromsignals werden von den Tiefpassfiltern F und J gefiltert. Das Membranstromsignal wird nach
der Filterung mit dem Verstärker K verstärkt.
Der Regelfehler entsteht durch Differenzbildung im Soll-Istwert-Vergleicher B und wird auf den Ein-
gang des Reglers C gegeben. Das Stellsignal am Ausgang des Reglers wird von der Stromelektrode
(Stellglied) verstärkt und an den Ag/AgCl-Draht der Glaskapillare D angelegt.
Über die Kompensationselektrode E wird der ν-fache Membranstrom in die Badlösung injiziert, d.h.
mit dem Regler L wird der Kompensationsstrom auf den Sollwert ν · Im geregelt. Der Faktor ν
entspricht der Verstärkung des Verstärkers I.
Bei der Konzeption des TEVC-Verstärkers wurde neben einer strikten Abgrenzung der Funktionsblö-
cke Wert darauf gelegt, dass diese unabhängig voneinander getestet werden können. Ein D/A-Umsetzer
erzeugt dazu ein Testsignal, welches auf die Eingänge der Funktionsblöcke geschaltet werden kann.
Deren Ausgangssignale sind über einen Multiplexer mit einem A/D-Umsetzer Verbunden. Das rea-
le Übertragungsverhalten kann somit gemessen, bzw. bei Auftreten eines Fehlers die Funktion des
Blocks überprüft werden. Aus Gründen der Übersichtlichkeit sind die D/A und A/D-Umsetzer zum
Test der Funktionsblöcke in Abbildung 15 nicht eingezeichnet. Eine ausführliche Beschreibung dieses
Verfahrens findet sich in Kapitel 6.
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4.1 Regelstrecke
4.1.1 Identifikation
Für den Entwurf des Reglers werden Informationen über das Signalübertragungsverhalten der Regel-
strecke benötigt. Daher mussten zunächst die Komponenten des TEVC-Systems identifiziert werden,
die zur Regelstrecke gehören. Zwischen Regler und den Messeinrichtungen für Membranstrom und
Membranspannung befindet sich außer der Oozyte die Stelleinrichtung (Stromelektrode vgl. Abb. 15).
Wie später gezeigt wird, weist ihre Übertragungsfunktion in dem für die Regelgrößen relevanten Fre-
quenzbereich nur eine vernachlässigbare frequenzabhängige Verstärkung der Amplitude und Phasen-
schiebung auf. Die Stelleinrichtung wird deshalb als P-Glied mit bekannter Verstärkung betrachtet
und nicht zur Regelstrecke gezählt. Davon ausgehend zeigt Abbildung 16 die Regelstrecke bestehend
aus:
• den Glaskapillaren D und H zur Strominjektion bzw. Potenzialmessung
• der Oozyte O
• den Badelektroden M und M’ zur Erdung der Badlösung bzw. zur Potenzialmessung.
Abbildung 16: Regelstrecke des TEVC-Regelkreises
4.1.2 Modellbildung
Für eine optimale Regelung muss der Regler möglichst gut an die Eigenschaften der Regelstrecke
angepasst werden. Zu Beginn der Entwicklung des Reglers sind Oozyten als Regelstrecke nicht geeignet,
da ihre Eigenschaften nicht stabil genug sind und ihre Präparation sehr aufwendig ist.
Die Vorbereitung der Oozyten für ein TEVC-Experiment benötigt ca. zwei bis zweieinhalb Tage. Zu-
nächst muss der Follikelsack mit den Oozyten aus dem Bauch des Froschweibchens entfernt werden.
Anschließend werden die Oozyten vereinzelt und nach Entwicklungsstadien sortiert. Nach der Defolli-
kulation kann mit der Injektion der cDNA zur Bildung exogener Ionenkanäle begonnen werden. Erst
nach etwa zwei Tagen sind die transfizierten Oozyten bereit für elektrophysiologische Untersuchun-
gen. Abhängig von ihrer Beschaffenheit und dem Präparationsprozess sind sie dann unterschiedlich
gut für Experimente geeignet. Außerhalb ihrer natürlichen Umgebung degenerieren die präparierten
Oozyten etwa innerhalb einer Woche. Das bedeutet, dass Eigenschaften wie Membranleitfähigkeit und
-kapazität über den Untersuchungszeitraum stark variieren können.
Um die Genauigkeit und Geschwindigkeit des Reglers, sowie der Strom- und Spannungsmessung im
Laufe der Entwicklung besser charakterisieren zu können, wurde ein passives elektrisches Modell der
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Regelstrecke anstelle von Oozyten verwendet. Dieses Modell beschränkt sich auf die passiven elek-
trischen Eigenschaften der Oozyte und beinhaltet keine Spannungsquellen um das Transmembran-
potential aufgrund unterschiedlicher Ionenkonzentrationen wiederzugeben und keine Stromquellen,
zur Modellierung intrazellulärer Ionenpumpen. Im Gegensatz zur Oozyte sind Modellparameter wie
Membranleitfähigkeit oder Membrankapazität genau bekannt und können zur Simulation realer Be-
dingungen gezielt variiert werden.
Das verwendete Streckenmodell besteht aus einer Parallelschaltung eines Kondensators mit einem
Widerstand Rm||Cm in Reihe zu einem weiteren Widerstand Rs. Die in der Zellmembran enthaltenen
Ionenkanäle werden durch den Widerstand Rm modelliert. Der Kondensator Cm repräsentiert die
kapazitiven Eigenschaften der Zellmembran (Doppellipidschicht) [Axo]. Der Widerstand des Zytosols,
zwischen der Spannungselektrode und der Zellmembran wird durch den Widerstand Rs wiedergegeben.
Fließt ein Membranstrom Im, kommt es aufgrund von Rs zu einem Unterschied zwischen gemessener
Spannung (Istwert des Reglers) und tatsächlicher Spannung über der Zellmembran [HPRS94].
Die Auswirkung des durch Rs bei der Regelung der Membranspannung entstehenden Fehlers muss im
Vorfeld des Experimentes z.B. anhand des maximal erwarteten Membranstroms Im abgeschätzt und
gegebenenfalls, zum Beispiel durch Anpassung des Membranspannungssollwertes, korrigiert werden.
Entsprechende Korrekturmethoden finden sich in [HPRS94] und [PPW+03]. Eine einfach Methode
zur Vermeidung eines großen Widerstandes Rs ist es, die intrazelluläre Potenzialelektrode nur sehr
oberflächlich in die Oozyte einzustechen.
Das elektrische Verhalten der Glaskapillaren und Badelektroden wird durch die Widerstände Rpel,
Rcel, Rref und Rbath wiedergegeben. An der Spitze der Glaselektroden entstehen durch Separation der
leitfähigen Lösungen innerhalb und außerhalb der Glaskapillare parasitäre Kapazitäten. Diese bilden
mit dem Widerstand Rcel der Kapillare ein filterndes Element mit Tiefpassverhalten. Sie sind nicht
im Streckenmodell enthalten, da die resultierende Grenzfrequenz bei einem Elektrodenwiderstand von
1 MΩ und einer Kapazität von 10 pF bei ungefähr 16 kHz und damit weit genug entfernt von den
Grenzfrequenzen liegt, die durch Rs bzw. Rm in Verbindung mit der Membrankapazität Cm entstehen.
Abbildung 17 zeigt schematisch die Oozyte mit Kapillaren und Elektroden in der Badkammer und
den entsprechenden Modellparametern. Abbildung 18 zeigt das daraus abgeleitete Schaltbild des Stre-
ckenmodells (Modellzelle).
Abbildung 17: Schematische Darstellung des Streckenmodells: Rs Widerstand des Zytosols zwischen
Membran und intrazellulärer Potenzialelektrode, Rm Widerstand der Membran, Cm Kapazität der
Membran, Rcel Widerstand der Glaskapillare zur Strominjektion cel - current electrode, Rpel Wider-
stand der Glaskapillare zur intrazellulären Potenzialmessung pel - potential electrode, Rref Widerstand
der Elektrode zur Messung des extrazellulären Potenzials, Rbath Widerstand der Elektrode zur Er-
dung der Badlösung.
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Abbildung 18: Ersatzschaltung des Streckenmodells (Modellzelle): Um Membranspannung, Im Mem-
branstrom Ucel Spannung der Stromelektrode
Das Streckenmodell in Abbildung 18 wird als System mit der Eingangsgröße Ucel(t) und der Aus-
gangsgröße Um(t) betrachtet. Bei Erregung des Streckenmodells mit einer sinusförmigen Spannung
Ucel(t) = Uˆcel · sin(ωt+ φucel) (2)
kann mit Hilfe der komplexen Spannungen ucel(ωt) und um(ωt) sowie des komplexen Widerstandes
Zm der Reihen-Parallelschaltung von Rs, Cm und Rm die Übertragungsfunktion des Streckenmodells
als komplexe, von der Kreisfrequenz ω = 2pif abhängige Funktion Gst angegeben werden [Unb99].
Dabei gilt:
ucel(ωt) = Uˆcel · [cos(ωt+ φucel) + jsin(ωt+ φucel)] = Uˆcel · ej(ωt+φucel)
um(ωt) = Uˆm · [cos(ωt+ φum) + jsin(ωt+ φum)] = Uˆm · ej(ωt+φum)
Zcm =
1
jωCm
Zm = Rs +
Zcm ·Rm
Zcm +Rm
(3)
Uˆm und φum bezeichnen die Amplitude und die Phase der Spannung Um(t) aufgrund der harmonischen
Erregung des Streckenmodells durch die Spannung Ucel(t). Nach Vereinfachung der Gleichung 3 ergibt
sich die komplexe Übertragungsfunktion Zm der Reihen-Parallelschaltung von Rs, Cm und Rm:
Zm = Rs +
Rm
(ωRmCm)2 + 1
− j 1
ωCm +
1
ωR2mCm
(4)
Die Spannung Um(t) und der Strom Im(t) der Schaltung in Abbildung 18 wurden mit einer Schal-
tungssimulation (LTSpice, Linear Technology Corporation) für eine sinusförmige Erregung mit der
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Spannung Ucel(t) in Abhängigkeit der Frequenz f =
ω
2pi berechnet und im Bode-Diagramm in Abbil-
dung 19 dargestellt.
Für die Simulation wurden die in Tabelle 3 angegebenen Bauteilwerte verwendet. Dabei handelt es
sich um in der Praxis übliche Werte bzw. um Näherungswerte basierend auf den in [SK02], [PPW+03]
und [npi07] angegebenen Wertebereichen.
Parameter Rpel Rcel Rm Cm Rs Rref Rbath
Wert 680 kΩ 680 kΩ 100 kΩ 100 nF 1 kΩ / 0 kΩ 1 kΩ 1 kΩ
Tabelle 3: Parameter der Modellzelle aus Abbildung 18
Betrag und Phase des komplexen Widerstands Zm in Gleichung 4 wurden zusätzlich zur Simulation,
mit einer Software zur Datenanalyse (IGOR Pro, v5.05, WaveMetrics Incorporated, Oregon, USA)
berechnet. Die Ergebnisse der Berechnung sind identisch mit den Simulationsergebnissen in Abbil-
dung 19.
Die Übertragungsfunktion Gst des Streckenmodells ergibt sich aus dem Quotienten der Spannungen
um(ωt) und ucel(ωt):
Gst =
um(ωt)
ucel(ωt)
= Zm
Zm +Rcel
= 1
1 + Rcel
Zm
(5)
Abbildung 20 zeigt die Streckenübertragungsfunktion Gst (vgl. Gleichung 5) in Abhängigkeit der
Frequenz f = ω2pi , die ebenfalls mit Hilfe obiger Schaltungssimulation berechnet wurde.
Zusätzlich zur Schaltungssimulation wurden Betrag und Phase der Streckenübertragungsfunktion Gst
aus Gleichung 5 mit Hilfe der Datenanalyse-Software IGOR Pro berechnet. Die Ergebnisse stimmen
mit den in Abbildung 20 gezeigten Werten überein.
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Abbildung 19: Bode-Diagramm des komplexen Widerstandes Zm der Reihen-Parallelschaltung beste-
hend aus Rs, Cm und Rm (vgl. Abbildung 18) berechnet für Rs = 1 kΩ (durchgezogene Kurven) und
Rs = 0 kΩ (gestrichelte Kurven)
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Abbildung 20: Bode-Diagramm der Übertragungsfunktion Gst des Streckenmodells aus Abbildung 18
berechnet für Rs = 1 kΩ (durchgezogene Kurven) und Rs = 0 kΩ (gestrichelte Kurven)
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4.2 Regler
Maßgeblich für die Festlegung des Reglertyps war das Zeitverhalten der Regelstrecke. Dieses wird
hauptsächlich von der Streckenzeitkonstante TS = RmCm (vgl. Gleichung 4) bestimmt. TS liegt im
Millisekundenbereich und ist im Vergleich zu den Zeitkonstanten der Stelleinrichtung und der Messein-
richtungen um mindestens eine Größenordnung größer. Sie muss durch den Regler kompensiert werden,
da TS ansonsten das Zeitverhalten des geschlossenen Regelkreises bestimmt [PS01b]. Ein I-Regler zur
Kompensation der Streckenzeitkonstante TS wurde nicht eingesetzt, da hiermit die Stellgröße durch
Integration der Regeldifferenz gebildet wird. Dies würde zu einem relativ langsamen Regelkreis füh-
ren. Ein schnellerer PID-Regler wurde ebenfalls nicht eingesetzt, da hierdurch zusätzliches Rauschen
zur Regelgröße zugefügt werden würde [LW05]. Für den Einsatz in einem TEVC-Verstärker ist der
Proprotional-Integral-Regler am besten geeignet, da er aufgrund des P-Anteils sofort eine Stellgröße
erzeugt und dessen I-Anteil die verbleibende Regeldifferenz zu Null bringt.
Hauptbestandteil der Regelstrecke sind biologische Zellen, deren Eigenschaften nicht beliebig lange
konstant sind. Eine flexible Anpassung der Reglerparameter an die Regelstrecke ist daher unabding-
bar. Die Parameter eines digitalen Reglers, der mit einem Mikroprozessor oder DSP realisiert wird,
können durch eine Änderung des Regelalgorithmus an veränderte Streckenbedingungen angepasst wer-
den. Eine Änderung muss jedoch im laufenden Betrieb möglich sein und darf kein erneutes Beschreiben
des Programmspeichers erfordern. Nachteilig bei Verwendung eines Mikroprozessors in empfindlichen
analogen Signalverarbeitungsschaltungen ist die Emission von Störimpulsen aufgrund seines hochfre-
quenten Taktes. Diese macht zusätzliche Filtermaßnahmen erforderlich. Die Bandbreite eines digitalen
Regelkreises ist u.a. von der Ausführungszeit des Regelalgorithmus abhängig, die beispielsweise durch
eine Erhöhung der Taktfrequenz erreicht werden kann. Gleichzeitig mit der Taktfrequenz steigt der
Aufwand zur Filterung der Störungen, die Leistungsaufnahme und der Preis des digitalen Reglers.
Im Vergleich zum digitalen Regler hat der analoge Regler den Vorteil einer höheren Geschwindig-
keit bei gleichzeitig geringerem technischen Aufwand. Er kommt ohne Mikroprozessor, A/D- und
D/A-Umsetzer aus und benötigt keine Filter zur Eliminierung von hochfrequenten Störungen und
Quantisierungsstufen. Nachteilig ist, dass die Parameter eines analogen Reglers üblicherweise durch
Potenziometer eingestellt werden. Dadurch wird eine Automatisierung und Protokollierung der Reg-
lerparameter per Software im Gegensatz zu einem digitalen Regler deutlich aufwändiger.
Um einen schnellen Regler mit geringem technischen Aufwand zu realisieren, wurde ein analoger P-I-
Regler implementiert. Um die Reglerparameter per Software einstellen und protokollieren zu können,
wurden multiplizierende Digital-Analog-Umsetzer (mDAC) als variable Widerstände eingesetzt. Per
Software können die Register dieser D/A-Umsetzer beschrieben und somit die Proportionalverstärkung
und die Nachstellzeit eingestellt werden. Mit Hilfe von softwaregesteuerten Schaltern wird zwischen
Proportional- und Proportional-Integral-Betrieb umgeschaltet.
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4.2.1 Reglertyp
Den Ausgangspunkt für den Entwurf des Reglers bildete die Übertragungsfunktion eines Proportional-
Integral-Reglers im Zeitbereich [LW05, Wup94]:
y(t) = KR ·
[
xd(t) +
1
TN
∫
xd(t)dt
]
(6)
Die Stellgröße y(t) wird aus einem proportionalen und einem integralen Anteil gebildet. Aus Glei-
chung 6 kann der Signalflussplan des PI-Reglers direkt abgeleitet werden:
Abbildung 21: Signalflussplan PI-Regler (additive Form)
4.2.2 Reglerverstärkung
Die Schaltung zur Realisierung des Proportional-Gliedes mit der Verstärkung KR ist in Abbildung 22
dargestellt.
Abbildung 22: Invertierender Verstärker mit variabler Verstärkung
Der Ausgang des Operationsverstärkers ist mit dem Referenzeingang VREF eines mDAC (multipli-
zierender Analog-Digital-Umsetzer) vom Typ AD7528 verbunden. Eine negative Rückkopplung des
Operationsverstärkers wird durch Verbinden des mDAC-Ausgangs VOUT mit dem invertierenden
Eingang des Operationsverstärkers erreicht. Der mDAC wird als digital einstellbarer Widerstand ver-
wendet. Weiterführende Diskussionen dieser Schaltungsvariante finden sich in [Sei98, BEO07].
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Abbildung 23: Vereinfachtes Ersatzschaltbild und Schaltungssymbol des AD7528 [Dev]
Abbildung 23 zeigt ein vereinfachtes Ersatzschaltbild des AD7528 [Dev]. Er enthält ein Datenregister
der Breite n = 8. Zwischen dem Registerinhalt D und dem Wert des Widerstandes RD/A zwischen
den Anschlüssen VREF und VOUT besteht folgende Beziehung:
RD/A = R · 2
n
D
= 11 kΩ · 256
D
(7)
R = RFB ≈ 11 kΩ lt. Datenblatt des AD7528. Das Verhältnis von RD/A zu RFB ergibt den Propor-
tionalitätsfaktor KR < 0.
KR =
Ua
Ue
= −RD/A
RFB
= −256 · 11 kΩ
D · 11 kΩ = −
256
D
(8)
In Abbildung 24 sind die Proportionalitätsfaktoren KR über den möglichen Registerwerten D des
D/A-Umsetzers aufgetragen.
Abbildung 24: Proportionalitätsfaktor KR in Abhängigkeit von D
Üblich bei TEVC-Verstärkern ist eine stufenlose Einstellung der Reglerverstärkung mit Hilfe eines
analogen Potenziometers. Die Schaltung in Abbildung 22 hat den Nachteil, dass sich nur diskrete
Werte für die Verstärkung KR einstellen lassen. Außerdem ist die Schrittweite der Verstärkung
∆KRi = KRi −KRi+1 = −256
Di
+ 256
Di + 1
= − 256
Di · (Di + 1) (9)
von Di abhängig:
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Eine Schrittweite von 5% wird vom Anwender gerade noch als kontinuierlich wahrgenommen. Die
Festlegung der maximalen Schrittweite auf 5% schränkt jedoch den verwendbaren Wertebereich von
D ein. Die Berechnung des für diese Vorgabe zulässigen Wertebereiches erfolgt durch Normierung der
Schrittweite ∆KRi auf den Wert KRi.
∆KRi
KRi
= 1
Di + 1
(10)
1
Di + 1
≤ 0.05
Di ≥ 19
Der verwendbare Bereich wird auf Werte zwischen 255 und 19 beschränkt, womit sich Verstärkungen
von ca. 1 bis 13 realisieren lassen. Wird statt RFB = 11 kΩ ein 1,1 kΩ Widerstand verwendet, lassen
sich Verstärkungen von etwa 10 bis 130 unter Beibehaltung der maximalen relativen Schrittweite von
5% verwirklichen. Statt den Widerstand RFB zu ersetzen, können auch weitere Verstärkerstufen in
Reihe geschaltet werden, wodurch sich jedoch auch die Schrittweite vergrößert.
Eine Vertauschung der Widerstände RFB und RD/A hätte eine lineare Beziehung zwischen Digital-
wert und Verstärkung zur Folge. Aufgrund seines internen R2R-Netzwerkes besitzt der mDAC eine
konstante Ausgangsimpedanz von ca. 10 kΩ, die im Fall einer Vertauschung zu einer vom Digitalwert
abhängigen Verstärkung der Eingangs-Offsetspannung des Operationsverstärkers führt. Als Folge da-
von, ist bei kontinuierlichem Durchlaufen der Digitalwerte das Ausgangssignal von unregelmäßigen
Offsetspannungssprüngen überlagert. Die im Handel erhältlichen digitalen Potenziometer, mit einem
linearen Zusammenhang zwischen Digitalwert und Widerstand, wurden nicht verwendet. Gründe dafür
sind ihr begrenzter Spannungsbereich (≤ ±15V ) und die Tatsache, dass bereits optimierte Softwa-
reroutinen zur Ansteuerung der mDACs vorhanden waren und nach Möglichkeit verwendet werden
sollten. Diese Routinen erfordern eine parallele Datenverbindung zu den Registern der D/A-Umsetzer,
die keines der derzeit erhältlichen digitalen Potenziometer zusammen mit einem ausreichenden Span-
nungsbereich und einer digitalen Auflösung ≥ 10 bit besaß.
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4.2.3 Nachstellzeit
Die zur Realisierung des I-Gliedes mit variabler Integrierzeitkonstante eingesetzte Schaltung (vgl.
Abbildung 21) ist in Abbildung 25 dargestellt. Sie besteht aus einem Verstärker mit digital einstellbarer
Verstärkung, wie er für die Reglerverstärkung eingesetzt wird, in Reihe zu einem RC-Integrator.
Abbildung 25: I-Glied mit digital einstellbarer Nachstellzeit TN
Die Eingangsspannung U1 des RC-Integrators wird mit der Zeitkonstante TN = RC integriert. Für
den RC-Integrator gilt:
UC(t) =
1
C
∫
IC(t)dt (11)
IC(t) =
U1(t)
R
(12)
Ua(t) = − 1
RC
∫
U1(t)dt (13)
Die Spannung U1 ergibt sich aus der mit dem Faktor A verstärkten Eingangsspannung Ue. Daraus
folgt für die Ausgangsspannung Ua(t):
Ua(t) = − A
RC
∫
Ue(t)dt (14)
und für die Nachstellzeit TN :
TN = −RC
A
(15)
Die Verstärkung A < 0 kann über den Digitalwert D eingestellt werden, und berechnet sich mit Hilfe
der Gleichung 8, indem dort KR durch A ersetzt wird. Daraus folgt für die Nachstellzeit:
TN =
RCD
256 (16)
Aus den im Abschnitt 4.2.2 genannten Gründen (zu geringer Spannungsbereich und vorhandene Soft-
wareroutinen zur Ansteuerung) wurde statt einem digitalen Potenziometer der mDAC AD7528 ein-
gesetzt. Das I-Glied wurde nicht mit dem mDAC anstelle des Widerstandes R unter Verzicht auf
die vorangehende Verstärkerstufe realisiert. Die vom Digitalwert D abhängige Verstärkung der Ein-
gangsoffsetspannung des Operationsverstärkers hätte auf diese Weise die Sättigungsneigung des RC-
Integrators noch weiter verstärkt.
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4.3 Stelleinrichtung
4.3.1 Anforderungen
Die Stelleinrichtung erzeugt aus der Ausgangsspannung des Reglers einen Strom, der über einen chlo-
rierten Silberdraht in einer Glaskapillare in die Oozyte injiziert wird. Wie hoch die Spannung am
Ausgang der Stelleinrichtung sein muss, um einen bestimmten Strom zu erzeugen, hängt vom Wi-
derstand der verwendeten Kapillare ab. Üblicherweise liegt dieser zwischen 300 kΩ und 1000 kΩ.
Um Ströme im Bereich von ± 100 µA bei einem Widerstand von 1000 kΩ zu erzeugen, muss die
Stelleinrichtung einen Ausgangsspannungsbereich von ± 100 V besitzen.
Der Regler liefert Ausgangsspannungen im Bereich von ± 12 V. Die Stelleinrichtung muss folglich
das Ausgangssignal des Reglers verstärken. Die Zeitkonstante der Stelleinrichtung muss gegenüber der
Streckenzeitkonstante vernachlässigbar sein, da sonst das Übertragungsverhalten der Stelleinrichtung
zur Regelstrecke hinzugerechnet und vom Regler kompensiert werden muss. Wie aus Abbildung 29
ersichtlich ist, sind bei der Stelleinrichtung o.g. Forderungen erfüllt.
4.3.2 Realisierung
Ausgehend von den in Abschnitt 4.3.1 genannten Anforderungen wurde die Stelleinrichtung als nichtin-
vertierender Verstärker mit einem Operationsverstärker aufgebaut. Im Handel sind einige wenige
Operationsverstärker erhältlich, mit denen Ausgangsspannungen im Bereich von ± 145 V und Strö-
me ≥ 20 mA erzielt werden können. Diese besitzen üblicherweise Verstärkungs-Bandbreite-Produkte
≥ 10 MHz und slew rates ≥ 100 Vµs . Nachteilig an diesen Hochspannungs-Operationsverstärkern sind
ihre großen Gehäusebauformen (z.B. TO3) sowie ihre mittelmäßigen Rauscheigenschaften und Offset-
spannungen. Sie sind schwerer im Handel erhältlich und teurer als Standardoperationsverstärker.
Dieses Problem konnte mit der bootstrapping-Methode [GW99] umgangen werden. Damit ist es mög-
lich, mit einem Operationsverstärker Ausgangsspannungen zu erzielen, die größer als seine spezifi-
zierten Versorgungsspannungen sind. Dies wird erreicht, indem die Spannungsversorgung des Ope-
rationsverstärkers an seine Ausgangsspannung gekoppelt wird. Die Anwendung der bootstrapping-
Methode in der Schaltung der Stromelektrode bietet den Vorteil, einen schnellen und rauscharmen
Niederspannungs-Operationsverstärker in einem kleinen Gehäuse zu verwenden, und gleichzeitig Aus-
gangsspannungen von ± 100 V zu erzielen.
Durch die Verwendung eines Operationsverstärkers im SMD-Gehäuse ist ein platzsparender Aufbau
der Schaltung möglich. Je kleiner die Stromelektrode aufgebaut werden kann, umso näher kann sie
an der Badkammer, in der sich die Oozyte befindet, platziert werden. Auf lange Zuleitungen kann
so verzichtet werden, die ansonsten zusätzliches Rauschen zu dem Messsignal hinzufügen würden.
Die Schaltung der mit der bootstrapping-Methode realisierten Stelleinrichtung ist in Abbildung 26 zu
sehen.
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Abbildung 26: bootstrapping eines Niederspannungs-OPV in der Schaltung der Stelleinrichtung
Für die Kopplung der Spannungsversorgung an die Ausgangsspannung sorgen die Transistoren T1 und
T2, die Dioden D1 . . . D4 sowie die Spannungsteiler R1/R2 bzw. R3/R4. Die Widerstände R1 . . . R4
werden so dimensioniert, dass die Differenz zwischen positiver und negativer Versorgungsspannung
konstant ist – unabhängig von dem Betrag der positiven und negativen Versorgungsspannung. Die
Spannungsteiler Rf/Rg und Rb/Rin begrenzen die Eingangsgleichtaktspannung Vcm und definieren die
Gesamtverstärkung Ao/i der Schaltung. Für den ordnungsgemäßen Betrieb des Operationsverstärkers
darf der Betrag der Eingangsgleichtaktspannung Vcm nicht größer als die Beträge der positiven (Vco)
und negativen Versorgungsspannung (Veo) werden:
Veo + VIHRL ≤ Vcm ≤ Vco − VIHRH
Vcm =
Vp + Vn
2
VIHRL: Mindestabstand zwischen größter neg. Eingangsgleichtaktspannung
und neg. Versorgungsspannung. (IHRL - input headroom low)
VIHRH :Mindestabstand zwischen größter pos. Eingangsgleichtaktspannung
und pos. Versorgungsspannung. (IHRH - input headroom high)
Veo: negative Versorgungsspannung des OPV
Vco: positive Versorgungsspannung des OPV
Vp: Spannung am nicht invertierenden Eingang des OPV
Vn: Spannung am invertierenden Eingang des OPV
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Die Versorgungsspannungen des Operationsverstärkers ergeben sich wie folgt aus der Schaltung in
Abbildung 26:
Vco =
(Vdd − 2Vfd)R1 + VoR2
R1 +R2
+ (2Vfd − Vbe1)
Veo =
(Vss + 2Vfd)R3 + VoR4
R3 +R4
+ (2Vfd − Vbe2)
Vfd: Vorwärtsspannung der Dioden D1 . . . D4
Vo: Ausgangsspannung der Schaltung
Vbe1: Basis-Emitter-Spannung des Transistors T1
Vbe2: Basis-Emitter-Spannung der Transistors T2
Vss: negative Versorgungsspannung der Schaltung
Vdd: positive Versorgungsspannung der Schaltung
Dimensionierung der Widerstände R1 . . . R4:
Wegen Vss = −Vdd (symmetrische Versorgungsspannungen) gilt: R1 = R3 und R2 = R4
Vco − Veo = (Vdd − Vss − 4Vfd)R1
R1 +R2
+ (4Vfd − Vbe1 − Vbe2)
R2
R1
= Vdd − Vss − 4Vfd
Vco − Veo − (4Vfd − Vbe1 − Vbe2)
Die Spannungen Vco und Veo hüllen die Ausgangsspannung mit konstantem Abstand ein, d.h. Veo und
Vco folgen der Ausgangsspannung Vo mit der Bedingung:
Veo + Vconst ≤ Vo ≤ Vconst + Vco
Der zulässige Bereich für Vcm ist daher abhängig von Vo und es gilt:
Veo + VIHRL ≤ Vcm ≤ Vco − VIHRH (17)
Damit Gleichung (17) erfüllt ist, muss die Gleichtaktspannung Vcm eine Funktion der Ausgangsspan-
nung sein:
Vcm = Vin + (Vo − Vin) · Rin
Rb +Rin
⇒ Rin
Rb
=
Ao/i −Ao/cm
Ao/i(Ao/cm − 1)
Ao/i =
Vo
Vi
Ao/cm =
Vo
Vcm
Darin ist Ao/i die Gesamtverstärkung und Ao/cm die Gleichtaktverstärkung. Die Widerstände Rf und
Rg bestimmen die Gleichtaktverstärkung:
Rf
Rg
= Ao/cm − 1 (18)
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Zur Berechnung der maximal möglichen Gleichtaktverstärkung werden die größte positive und die
größte negative Ausgangsspannung durch Aufstellen der Maschengleichungen ermittelt:
Vomax = Vdd − 2Vfd − (VOHRH − Vbe1)(1 +
R2
R1
) (19)
Vomin = Vss + 2Vfd + (VOHRL − Vbe2)(1 +
R4
R3
) (20)
Ao/cm ≤ Vomax
Vcm
= Vdd − 2Vfd − (VOHRH − Vbe1)(1 + R2
R1
) (21)
Vcm = Vomax + VOHRH − (Vco − Veo) + VIHRL
Ao/cm ≤ Vomin
Vcm
= Vss + 2Vfd + (VOHRL + Vbe2)(1 +
R4
R3
) (22)
Vcm = Vomin − VOHRL + (Vco − Veo)− VIHRH
Die Gleichungen (21) und (22) ergeben jeweils den maximalen Wert für die Gleichtaktverstärkung
Ao/cm in Abhängigkeit der maximalen bzw. minimalen Ausgangsspannung. Ao/cm muss sowohl für
Vomax und für Vomin berechnet werden. Der kleinere der beiden Werte von Ao/cm wird zur Bestimmung
der WiderständeRf undRg nach Gleichung (18) verwendet. Bei diesem Ansatz werden die Basisströme
der Transistoren T1 und T2 vernachlässigt. Diese rufen an den Widerständen R2 (Basisstrom T1) und
R4 (Basisstrom T2) einen Spannungsabfall hervor, der zu kleineren Werten für die maximale und
minimale Ausgangsspannung in den Gleichungen (19) und (20) führt. Ein genauerer Ansatz ist es,
die Knotengleichungen für die Knoten V1 und V2 aufzustellen, was die Kenntnis der Basisströme der
Transistoren bei jeweils maximaler und minimaler Ausgangsspannung erfordert. Diese sind abhängig
von Temperatur, Kollektorstrom und Basis-Emitterspannung der Transistoren und rechnerisch nicht
ohne größeren Aufwand zu ermitteln. In der Praxis sind die mit den Maschengleichungen ermittelten
Werte für Vomax und Vomin ausreichend genau, daher wird auf die Einbeziehung der Basisströme
verzichtet.
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Um die Funktionsweise der Schaltung der Stelleinrichtung (vgl. Abbildung 26) zu verdeutlichen, wur-
den die Spannungen Vi, Vo, Veo und Vco für eine sinusförmige Eingangsspannung Vi mit einer Amplitude
Vˆi = 5 V und der Frequenz f = 250 Hz in einer Schaltungssimulation (LTSpice, Linear Technology
Corporation) berechnet. Das Ergebnis ist in Abbildung 27 dargestellt.
Abbildung 27: Zeitverlauf der Spannungen Vi, Vo, Veo und Vco nach einer Simulation der Schaltung
aus Abbildung 26
Die positive und die negative Versorgungsspannung (Vco und Veo) des Operationsverstärkers ist mit
einem definierten Spannungsabstand an die Ausgangsspannung Vo gekoppelt, so dass am Operations-
verstärker stets eine Versorgungsspannung von 30 V anliegt. Das Rückkopplungsnetzwerk bestehend
aus den Widerständen Ri, Rb, Rf und Rg ist so dimensioniert, dass die common mode Spannung Vcm
zu jeder Zeit innerhalb des für den Operationsverstärker zulässigen Bereiches liegt.
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Zur Überprüfung, ob das reale Verhalten mit dem in der Simulation berechneten übereinstimmt,
wurde an die Stelleinrichtung eine Sinusspannung Vi mit der Amplitude Vˆi = 5 V und der Frequenz
f = 250 Hz angelegt. Die Spannungen Vo, Veo und Vco wurden gemessen, und sind in Abbildung 28
dargestellt.
Abbildung 28: Gemessener Zeitverlauf der Spannungen Vo, Veo und Vco der Schaltung aus Abbildung 26
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Zur Bestimmung des Frequenzübertragungsverhaltens der Stelleinrichtung wurde als Eingangsspan-
nung Vi ein chirp Signal (vgl. Abschnitt 6.3.2 und Abb. 62) angelegt, und die Ausgangsspannung Vo
aufgezeichnet. Aus dem Verhältnis von Ausgangs- zu Eingangsspannung wurde das frequenzabhän-
gige Übertragungsverhalten der Stelleinrichtung berechnet und im Bode-Diagramm in Abbildung 29
dargestellt.
Abbildung 29: Frequenzübertragungsverhalten der Stelleinrichtung gemessen mit einem chirp-Signal
(vgl. Abschnitt 6.3.2 und Abb. 62)
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4.4 Messeinrichtung Membranstrom
4.4.1 Anforderungen
Aufgabe der Membranstrom-Messeinrichtung ist die Erfassung des durch die Zellmembran fließenden
Stroms, sowie dessen Umsetzung in ein massebezogenes, zum Membranstrom proportionales Span-
nungssignal. Dieses Spannungssignal wird später von einem Analog-Digital-Umsetzer digitalisiert, aus
den Digitalwerten der Membranstrom berechnet und sein zeitlicher Verlauf dargestellt. In einem cur-
rent clamp Experiment wird das Spannungssignal zusätzlich an den Soll-Istwert-Vergleicher zur Bil-
dung des Regelfehlers gegeben. In diesem Fall befindet sich die Strommesseinrichtung innerhalb der
Regelschleife. Ihre Zeitkonstante muss daher klein gegenüber der Streckenzeitkonstante sein. Bei einem
Membranwiderstand von 100 kΩ und einer Membrankapazität von 200 nF ergibt sich eine Strecken-
zeitkonstante TS = 20 ms. Das entspricht einer -3 dB-Frequenz von ca. 8 Hz. Die größte Zeitkonstante
der Strommesseinrichtung soll eine Größenordnung kleiner sein als die Streckenzeitkonstante also et-
wa 20 µs. Das entspricht einer -3 dB-Frequenz von ca. 8 kHz. Wie aus dem Bode-Diagramm der
Übertragungsunktion der Strommesseinrichtung in Abbildung 37 zu ersehen ist, wird diese Bedingung
erfüllt.
4.4.2 Realisierung
Zur Membranstrommessung wird ein Präzisionswiderstand eingesetzt, der vom Membranstrom durch-
flossen wird. Die über dem Widerstand abfallende Spannung ist proportional zum Strom und wird
mit einem Differenzverstärker gemessen. Die Abbildung 30 zeigt den Pfad des Membranstromes vom
Ausgang der Stelleinrichtung D bis zur geerdeten Badelektrode F sowie den Widerstand R zur Strom-
messung mit einem Differenzverstärker.
Um einen kompakten und gegenüber Störeinflüssen unempfindlichen Aufbau der Strommesseinrichtung
zu erreichen, wurde sie zusammen mit der Stelleinrichtung in einem Gehäuse untergebracht. Somit
ist nur ein geschirmtes Kabel zur Verbindung von Stell- und Messeinrichtung mit dem Verstärker
notwendig (vgl. Abbildung 31).
Die mechanische Aufnahme der Glaskapillare und die elektrische Verbindung vom Ausgang der Stel-
leinrichtung (BNC-Steckverbinder) zu dem Silberdraht in der Glaskapillare erfolgt mit Hilfe eines
Pipettenhalters (vgl. Abbildung 31 und [BDVY90]).
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Abbildung 30: Messung des Membranstromes: A Sollwert, B Istwert, C Regler, D Stelleinrichtung, R
Widerstand zur Strommessung, E KCl-gefüllte Glaskapillare mit chloriertem Silberdraht, F geerdete
Badelektrode,G Badkammer,H zum Membranstrom proportionales Spannungssignal, I gemeinsames
Gehäuse für Stell- und Messeinrichtung
Abbildung 31: Gehäuse der Stell- und Messeinrichtung für den Membranstrom mit Pipettenhalter und
Glaskapillare
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Die Stromelektrode hat einen Ausgangsspannungsbereich von ± 120 V. Die dort befindliche Strom-
messeinrichtung muss bei diesen Spannungen zuverlässig funktionieren. Eine Schaltung zur Differenz-
messung bei Spannungen ≥ 100 V ist in [HH89] angegeben und in Abbildung 32 dargestellt. Der
Vorteil dieser Schaltung ist, dass trotz Spannungen ≥ 100 V an den Knoten K1 und K2 Standard-
Operationsverstärker mit einer Spannungsversorgung von ± 15 V eingesetzt werden können (OV1
und OV2). Zum einen ist die Auswahl an Niederspannungs-Operationsverstärkern im Vergleich zu
Hochspannungs-Typen wesentlich größer, zum anderen haben Hochspannungs-Operationsverstärker
schlechtere Rausch- und Offsetspannungseigenschaften.
Abbildung 32: Prinzipschaltbild zur Messung des Membranstromes Im aus [HH89]
Der Operationsverstärker OV2 bildet mit den Widerständen R1 und R4 einen Differenzverstärker,
der die Spannung über dem Widerstand Rsh in eine massebezogene Spannung UIm umsetzt. Der
Operationsverstärker OV1 sorgt zusammen mit den Widerständen R2 und R3 dafür, dass der Mittel-
wert aus den Spannungen an den Knoten K3 und K4 Null ist:
UK3 + UK4
2 = 0 (23)
Die Ausgangsspannung des Operationsverstärkers OV1 stellt sich so ein, dass die Spannungsdifferenz
zwischen seinem invertierenden und nichtinvertierenden Eingang verschwindet. Der invertierende Ein-
gang liegt dann virtuell auf Masse. Sind beide Widerstände R2 gleich groß, ist Gleichung 23 erfüllt,
d.h. die Spannungen an den Knoten K3 und K4 sind symmetrisch um 0 V. Die Differenz der Span-
nungen UK3 und UK4 ist gleich der über dem Widerstand Rsh abfallenden Spannung und liegt am
Ausgang des Operationsverstärkers OV2 an.
Die Schaltung soll eine Ausgangsspannung UIm liefern, aus der mit dem Wert des Präzisionswider-
standes Rsh (0,1 % Toleranz) der Membranstrom Im wie folgt berechnet wird:
Im =
UIm
Rsh
(24)
Aufgrund des Widerstandes R1 fließt durch den Widerstand Rsh neben Im auch der Strom
IR1 =
UK2
R1
(25)
und verursacht den Fehler F bei der Berechnung des Membranstromes nach Gleichung 24. Zur Ab-
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schätzung des Fehlers F wird eine Ersatzschaltung der Schaltung aus Abbildung 32 herangezogen.
Dabei wird vorausgesetzt, dass der Fehler bei der Umsetzung der Differenzspannung über dem Wi-
derstand Rsh in die Spannung Uim vernachlässigbar ist. Anhand der Abbildung 34 ist ersichtlich, dass
diese Voraussetzung hinreichend erfüllt wird.
Abbildung 33: Ersatzschaltung zu Abschätzung des Fehlers F der Schaltung aus Abbildung 32
Mit dem Widerstand Rcel wird eine in die Badlösung getauchte (geerdete) Glaskapillare am Knoten
K2 modelliert. Zur Berechnung des Membranstromes Im wird die Gleichung 24 verwendet. Unter
der Bedinung eines unendlichen Eingangswiderstandes R1 =∞ liefert diese Gleichung den korrekten
Membranstrom.
Im =
UIm
Rsh
falls R1 =∞ (26)
Unter der Bedingung 0 ≤ R1 < ∞ wird mit Gleichung 24 der vom Membranstrom Im abweichende
Strom I ′m berechnet:
I
′
m =
UIm
Rsh
= Im + IR1 falls 0 ≤ R1 <∞ (27)
Zur Berechnung des Fehlers F wird die Differenz zwischen fehlerhaft gemessenem Membranstrom und
korrektem Membranstrom ins Verhältnis zum korrekten Membranstrom gesetzt:
F = I
′
m − Im
Im
= I
′
m
Im
− 1 = IR1
Im
(28)
Aus Abbildung 33 folgt für die Ströme IR1 und Im:
IR1 =
UK2
R1
und Im =
UK2
Rcel
(29)
Mit dem in [HH89] angegebenen Wert R1 = 200 kΩ sowie Rcel = 1 MΩ folgt für den Fehler F :
F = IR1
Im
= Rcel
R1
= 500 % (30)
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Die Schaltung in Abbildung 32 wurde mit einer Software zur Schaltungssimulation (LTSpice, Linear
Technology Inc.) simuliert. Dazu wurde an den Knoten K2 ein Widerstand Rcel angeschlossen, um
eine geerdete Glaskapillare nachzubilden. Für die Simulation wurden die in Tabelle 4 angegebenen
Parameterwerte verwendet. Es wurde eine Sinusspannung UK1 mit der Amplitude UˆK1 = 15 V und
der Frequenz f = 250 Hz am Knoten K1 angelegt. Das Ergebnis der Simulation ist in Abbildung 34
dargestellt.
Parameter R1 R2 R3 R4 Rsh Rcel
Wert 200 kΩ 10 kΩ 10 kΩ 200 kΩ 10 kΩ 1 MΩ
Tabelle 4: Parameterwerte für die Simulation der Schaltung in Abbildung 32
Neben den Spannungen Uim und UK1 sind die Ströme durch die Widerstände Rsh, Rcel und R1 in
Abbildung 34 dargestellt. Aufgrund des im Vergleich zu Rcel geringeren Widerstandes von R1 fließt
ein größerer Strom durch den Widerstand R1 als durch Rcel und erzeugt einen Fehlerspannungsabfall
an Rsh, der sich der Spannung Uim überlagert.
Die Umsetzung der Differenzspannung über dem Widerstand Rsh in eine massebezogene Spannung
Uim funktioniert hinreichend genau, so dass der mit der Gleichung 24 berechnete Strom Im (berechnet)
gleich dem Strom IRsh ist.
Der Membranstrom Im durch den Widerstand Rcel kann aufgrund des Stroms IR1 nicht mit Glei-
chung 24 berechnet werden. In der realisierten Schaltung der Messeinrichtung werden die Spannungen
UK1 und Uim (unkorrigiert) gemessen. Weiterhin ist der Wert des Widerstandes R1 bekannt. Es be-
steht keine Möglichkeit, ausschließlich mit diesen Größen den Wert der Spannung Uim rechnerisch zu
korrigieren, so dass der Membranstrom Im mit Gleichung 24 berechnet werden kann.
Der aus den Simulationsdaten mit Hilfe der Gleichung 30 errechnete Mittelwert des Fehlers F (vgl.
Abbildung 34) stimmt mit dem vorhergesagten Wert (500 %) gut überein.
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Abbildung 34: Simulationsergebnis der Schaltung aus Abbildung 32 mit den in Tabelle 4 angegebenen
Parametern
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Um den Fehler F zu kompensieren gibt es folgende Möglichkeiten:
• Die Widerstände R1 werden vergrößert, so dass gilt: R1 ≥ 100 MΩ. Diese Maßnahme hat
den Nachteil, dass große Widerstände aufgrund parasitärer Kapazitäten die Bandbreite der
Messeinrichtung verringern.
• Eine zusätzliche Schaltung erzeugt eine von UK2 abhängige Korrekturspannung, die von der
Ausgangsspannung UIm subtrahiert wird. Diese Maßnahme nutzt die Tatsache, dass der Fehler
F aufgrund R1 linear von der Spannung am Knoten K2 abhängt und ist in Abbildung 35
dargestellt. Sie unterscheidet sich von Abbildung 32 durch die Widerstände Rcel und R4 bis R6
sowie den Operationsverstärker OV3.
Abbildung 35: Schaltung zur Messung des Membranstromes Im mit den Maßnahmen zur Korrektur
des Fehlers F
Der Spannungsteiler R5 und R6, der durch den Spannungsfolger OV3 gepuffert wird, bildet die von
UK2 abhängige Korrekturspannung UK5 am Knoten K5. Diese wird über den Widerstand R4 an den
invertierenden Eingang von OV2 angelegt, und somit von UIm subtrahiert. Bei der Dimensionierung
der Widerstände R5 und R6 muss der Strom durch diese Widerstände berücksichtigt werden, da durch
ihn ebenfalls ein Spannungsabfall an Rsh verursacht wird. Für die Korrekturspannung UK5 gilt somit:
UK5 =
(
UK2
R1
+ UK2
R5 +R6
)
·Rsh (31)
Der linke Term in der Klammer ist der Strom durch den Widerstand R1, der rechte Term, der durch
den Spannungsteiler R5, R6 fließende Strom. Für den Spannungsteilerfaktor k gilt:
k · UK2 = UK5
k = UK5
UK2
= R5
R5 +R6
(32)
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Wird Gleichung 31 in Gleichung 32 eingesetzt, ergibt sich der Wert von R5 zu:
R5 =
Rsh (R1 +R6)
R1 −Rsh (33)
Der Wert des Widerstandes R6 ist unter der Voraussetzung
|UK2 |max · k ≤ 15 V (34)
frei wählbar. Diese Voraussetzung muss erfüllt sein, da sonst der Operationsverstärker OV3 durch eine
zu hohe Spannung an seinem nichtinvertierenden Eingang zerstört wird.
Zur Verifikation des Schaltungsentwurfes in Abbildung 35 wurde eine Simulation mit den in Tabelle 5
angegebenen Parameterwerten durchgeführt. In der Simulation wurde der an den Knoten K2 ange-
schlossene Widerstand Rcel geerdet und eine Sinusspannung UK1 mit der Amplitude UˆK1 = 15 V und
der Frequenz f = 250 Hz am Knoten K1 angelegt.
Durch eine moderate Erhöhung der Widerstände R1 von 200 kΩ auf 2 MΩ sowie der Einführung der
Korrekturspannung UK5 konnte der Fehler F fast vollständig kompensiert werden. Das Simulations-
ergebnis ist in Abbildung 36 dargestellt.
Parameter R1 R2 R3 R4 R5 R6 Rsh Rcel
Wert 2 MΩ 100 kΩ 100 kΩ 2 MΩ 38,2 kΩ 5,6 MΩ 10 kΩ 1 MΩ
Tabelle 5: Parameterwerte für die Simulation der Schaltung in Abbildung 35
Durch die Erhöhung der Widerstände R1 wurde der Strom IR1 und damit der Fehlerspannungsabfall
am Widerstand Rsh verringert. Durch die Einführung der Korrekturspannung UK5 wurde die verblei-
bende Fehlerspannung von der Spannung Uim fast vollständig subtrahiert. Als Folge davon, kann der
Membranstrom jetzt mit Gleichung 24 korrekt berechnet werden.
Zur Bestimmung des Frequenzübertragungsverhaltens der Messeinrichtung für den Membranstrom
wurde als Eingangsspannung UK1 an der realisierten Schaltung (vgl. Abbildung 35) ein chirp Signal
(vgl. Abschnitt 6.3.2 und Abb. 62) angelegt, und die Spannung Uim aufgezeichnet. Am Knoten K2
wurde ein Widerstand Rcel = 1 MΩ angeschlossen und geerdet.
Aus dem Verhältnis der gemessenen Spannungen Uim und UK1 sowie dem Spannungsteilerfaktor der
Widerstände Rsh und Rsh wurde das frequenzabhängige Übertragungsverhalten der Messeinrichtung
berechnet und im Bode-Diagramm in Abbildung 37 dargestellt.
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Abbildung 36: Simulationsergebnis der Schaltung aus Abbildung 35 mit den Parametern aus Tabelle 5
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Abbildung 37: Bode-Diagramm der Übertragungsfunktion der Membranstrom-Messeinrichtung
4 TEVC-REGELKREIS 52
4.5 Messeinrichtung Membranspannung
4.5.1 Anforderungen
Die Membranspannung der Oozyte ist die Differenz zwischen intra- und extrazellulärem Potenzial. Zur
Messung des intrazellulären Potenzials wird eine mit KCl-Lösung gefüllte Glaskapillare in die Ooztye
eingestochen. Der chlorierte Silberdraht innerhalb dieser Kapillare besitzt nach dem Einstechen das
intrazelluläre Potenzial zuzüglich seines elektrochemischen Gleichgewichtspotenzials. Zur Messung des
extrazellulären Potenzials dient eine, meist als Pellet (Silber/Silberchlorid) ausgeführte, Referenzelek-
trode.
Die Membranspannungs-Messeinrichtung wurde in dem in Abbildung 38 dargestellten Gehäuse unter-
gebracht. Es handelt sich dabei um das gleiche Gehäuse wie bei der Stelleinrichtung. Dies ermöglicht
die Verwendung gleichartiger Manipulatoren zur Positionierung der Elektroden.
Abbildung 38: Gehäuse der Messeinrichtung für die Membranspannung
In einem Experiment werden zur Messung des intrazellulären Potenzials Elektroden mit einem Wider-
stand zwischen 300 kΩ und 1 MΩ eingesetzt. Der Widerstand der Referenzelektrode (Ag/AgCl-Pellet)
beträgt etwa 1 kΩ. Ist der Eingangswiderstand der an die Elektroden angeschlossenen Messelektronik
im Vergleich zum Widerstand der Elektrode zu gering, kommt es zu einem Messfehler bei der Poten-
zialmessung. Der zu geringe Eingangswiderstand hat einen nicht vernachlässigbaren Eingangsstrom
zur Folge, der am Elektrodenwiderstand einen Fehlerspannungsabfall hervorruft.
Die Elektrode zur Messung des intrazellulären Potenzials ist in einen Pipettenhalter eingespannt
(vgl. Abbildung 31 und [BDVY90]) und über einen BNC-Stecker mit der Messelektronik verbun-
den (vgl. Abbildung 38). Eine Einkopplung von Störungen über die parasitäre Kapazität des BNC-
Steckverbinders muss durch entsprechende Maßnahmen verhindert werden.
Die Referenzelektrode ist über einen Stecker (ITT-Cannon Corporation) mit der Messeinrichtung
verbunden (siehe Abbildung 38, REF-Buchse). Auch hier müssen entsprechende Maßnahmen getroffen
werden, damit über die parasitäre Kapazität der Stecker-Leiterplatte Verbindung keine Störsignale in
das extrazelluläre Potenzialsignal einkoppeln.
Intrazellulär- und Referenzpotenzial müssen von der Messeinrichtung, die sich sehr nahe an der Bad-
kammer befindet, zum TEVC-Verstärker übertragen werden. Dieser steht in der Regel etwa einen
Meter von der Badkammer entfernt. Die Übertragung der Messsignale hat so zu erfolgen, dass eine
Einkopplung von Störungen vermieden, bzw. diese nachträglich eliminiert wird.
Die Zeitkonstante der Messeinrichtung muss gegenüber der Streckenzeitkonstante vernachlässigbar
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sein, da die Membranspannungs-Messeinrichtung in einem voltage clamp Experiment Teil der Regel-
schleife ist. Ist diese Voraussetzung nicht erfüllt, wird die Bandbreite der Regelung durch das Übertra-
gungsverhalten der Messeinrichtung verlangsamt und die Schwingneigung des Regelkreises erhöht. Wie
aus der Abbildung 44 ersichtlich, ist bei der Membranspannungs-Messeinrichtung diese Voraussetzung
jedoch erfüllt.
4.5.2 Realisierung
Um einen Fehler aufgrund eines zu geringen Eingangswiderstandes der Messelektronik zu vermeiden,
werden intra- und extrazelluläre Potenzialelektroden an einen Spannungsfolger mit einer differenziellen
Eingangsimpedanz von 1013Ω||1 pF (OPA602, Texas Instruments Inc.) bzw. 1013Ω||7 pF (OPA627,
Texas Instruments Inc.) angeschlossen. Die typischen input bias Ströme dieser Verstärker betragen
±2 pA (OPA602 und OPA627). Die Werte sind u.a. abhängig von der Temperatur und Versorgungs-
spannung. Weiterführende Angaben dazu finden sich in den Datenblättern [Bur02], [Bur96] dieser
Operationsverstärker.
Durch die Verbindung des Innenleiters mit dem Schirm des BNC-Steckers wurde eine Verringerung
der Einkopplung von Störungen auf das intrazelluläre Potenzialsignal erreicht (driven shield technique,
[BM05]). Diese Verbindung wird aktiv mit einem Spannungsfolger realisiert. Da sich Schirm und
Innenleiter auf gleichem Potenzial befinden, ist die Kapazität des BNC-Steckers kurzgeschlossen.
Die Verbindung zwischen der Buchse für das extrazelluläre Potenzialsignal (Referenzelektrode) und
dem Spannungsfolger wird über einen versilberten Kupferdraht hergestellt. Dieser Draht ist in eine
Durchkontaktierung auf der Platine der Messeinrichtung eingelötet. Zur Abschirmung dieser Durch-
kontaktierung wurde im Platinenlayout um den nichtinvertierenden Eingang des Operationsverstärker-
ICs ein Schutzring (engl. guard ring) verlegt und mit dem invertierenden Eingang verbunden [HH89,
Bur96, KWK02]. Abbildung 39 zeigt den entsprechenden Ausschnitt aus dem Platinenlayout.
Abbildung 39: Schutzring zur Abschirmung des Referenzpotenzials gegenüber Störungen
Intra- und extrazelluläres Potenzialsignal werden auf separaten Leitungen in einem Kabel mit ge-
erdetem Schirm zum Verstärker geführt. Erst dort wird daraus mit einem Differenzverstärker die
Membranspannung gebildet. Die auf das Kabel einwirkenden Störungen beeinflussen beide Signale in
gleicher Weise und werden durch die Differenzbildung im Verstärker eliminiert.
In einer Schaltungssimulation soll das prinzipielle Verhalten der Schaltung zur Messung der Mem-
branspannung untersucht werden. Abbildung 40 zeigt die dazu verwendete Schaltung.
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Abbildung 40: Schaltung zur Messung der Membranspannung: Rpel Widerstand der intrazellulä-
ren Elektrode, Rref Widerstand der Referenzelektrode, Rpel = 10 kΩ Membranwiderstand A dri-
ven shield, B guard ring, Cin Eingangskapazitäten der Operationsverstärker, C Spannungsfolger, D
Differenzverstärker, R Widerstand, Um Membranspannung
Der Widerstand der Referenzelektrode Rref (chloriertes Silberpellet) ist etwa um eine Größenordnung
kleiner als der der intrazellulären Elektrode Rpel (dünn ausgezogene Glaskapillare). Aufgrund der in
etwa gleich großen Eingangskapazitäten Cin der Operationsverstärker C in Abbildung 40 besitzen
beide Signale eine unterschiedliche Phasenlage. Aufgrund dessen kommt es bei der Differenzbildung
zu Artefakten im Membranspannungssignal Um.
In Abbildung 41 ist das Simulationsergebnis der Schaltung in Abbildung 40 nach der Injektion eines
kurzen Strompulses IRm dargestellt. Darin sind die Artefakte in der Membranspannung Um deutlich
sichtbar.
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Abbildung 41: Artefakte im Membranspannungssignal aufgrund unterschiedlicher Phasenlage des in-
trazellulären und des Referenzpotenzialsignals
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Zur Kompensation der beschriebenen Artefakte wird das Referenzpotenzial (extrazellulär) vor der
Differenzbildung durch einen RC-Filter geleitet, und dessen Zeitkonstante so optimiert, dass keine
Artefakte mehr auftreten. Abbildung 42 zeigt die verbesserte Schaltung zur Bildung der Membran-
spannung.
Abbildung 42: Verbesserte Schaltung zur Messung der Membranspannung: Rpel Widerstand der intra-
zellulären Elektrode, Rref Widerstand der Referenzelektrode, Rpel = 10 kΩ Membranwiderstand A
driven shield, B guard ring, C Spannungsfolger, Cin Eingangskapazitäten der Operationsverstärker,
D Differenzverstärker, R1C1 RC-Glied zur Kompensation von Laufzeitunterschieden, D Differenz-
verstärker, Um Membranspannung, R Widerstand
Durch das RC-Glied R1C1 in Abbildung 42 wird die Phasenlage des Referenzpotenzials an die Phasen-
lage des Intrazellulärpotenzials angepasst. Eine vollständige Kompensation der Artefakte wurde mit
den Werten R1 = Rpel, C1 = 10 pF erreicht. Abbildung 43 zeigt eine Messung der laufzeitkorrigierten
Spannungsmesseinrichtung (vgl. Abbildung 41).
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Abbildung 43: Messung der laufzeitkorrigierten Spannungsmesseinrichtung (vgl. Abbildung 41)
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Zur Bestimmung des Frequenzübertragungsverhaltens der Messeinrichtung für die Membranspannung
wurde ein Strom IRm in Form eines chirp Signals (vgl. Abschnitt 6.3.2 und Abb. 62) in den Widerstand
Rm der Schaltung in Abbildung 42 eingeprägt, und die Spannung Um aufgezeichnet.
Aus dem Verhältnis der gemessenen Spannung Um und dem Strom IRm sowie dem Widerstand Rm
wurde das frequenzabhängige Übertragungsverhalten der Messeinrichtung berechnet und im Bode-
Diagramm in Abbildung 44 dargestellt.
Abbildung 44: Bode-Diagramm der Übertragungsfunktion der Membranspannungsmesseinrichtung
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5 Signalverarbeitung
Die in einem TEVC-Experiment gemessenen Signale Membranstrom Im und Membranspannung Um
werden von einer Datenakquisitionseinheit (vgl. Abschnitt 3.1) digitalisiert, zu einem Computer über-
tragen und dort angezeigt. Aufgrund der schnellen Umladung der Membrankapazität mit Zeitkon-
stanten von ≈ 100 µs . . . 10 ms, enthält der Membranstrom kapazitive Transienten, deren Amplitude
vielfach größer ist, als die des Stromes durch die Ionenkanäle. Abbildung 45 zeigt den für eine Oozyte
typischen Membranstromverlauf bei einem Sprung der Membranspannung Um in einem voltage clamp
Experiment.
Abbildung 45: Typischer Verlauf von Strom und Spannung bei einem voltage clamp Experiment
Die Membranspannung wird zunächst auf -96 mV gehalten. Bei dieser Spannung sind die Ionenkanäle
inaktiv, es fließt kein Strom durch die Membran. Zur Zeit t = 10 ms wird ein Sprung der Mem-
branspannung auf -56 mV vorgegeben. Dieser Sprung hat einen Membranstromtransienten zur Folge,
dessen Amplitude ≈ 20 µA beträgt und bis zum Zeitpunkt t = 12 ms abgeklungen ist. Da sich die
Leitfähigkeit der Membran aufgrund der verringerten Membranspannung erhöht hat, fließt nach Ab-
klingen des Transienten ein von Null verschiedener Strom. Der Transient beeinflusst die Qualität der
Digitalisierung negativ, da er den Dynamikbereich des Stromsignals unnötig vergrößert. Das Maximum
des Stromtransienten ist abhängig von
• der Membrankapazität Cm,
• der Zeitkonstante des Sollwertsprungs τsoll,
• der Höhe der Membranspannungsänderung ∆Um.
Dabei gilt, je größer Cm, τsoll und ∆Um sind, desto höher ist die Amplitude des Stromtransienten.
Erfolgt die Digitalisierung des Stromsignals unmittelbar nach der Messung, entfällt ein Großteil der
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digitalen Auflösung des A/D-Umsetzers auf den Transienten der keine Information über die Leitfähig-
keit der Ionenkanäle enthält. Der interessierende Anteil des Stromsignals wird nur mit einer Auflösung
von wenigen bit digitalisiert. Eine Verstärkung des Stromsignals ohne Kompensation des Transien-
ten hätte eine Sättigung des A/D-Umsetzers zur Folge. Bis zur Rückkehr aus der Sättigung können
mehrere Mikrosekunden vergehen, in denen das Stromsignal nicht aufgezeichnet wird.
Um das Stromsignal verlustfrei zu digitalisieren, müssen die kapazitiven Transienten im Stromsignal
kompensiert und das Stromsignal anschließend so verstärkt werden, dass der Eingangsspannungsbe-
reich des A/D-Umsetzers optimal ausgenutzt wird. Außerdem ist eine Tiefpassfilterung notwendig,
um Alias-Effekte bei der Digitalisierung zu verhindern. Der Signalflussplan der zur Verarbeitung des
Stromsignals verwendeten Funktionsblöcke ist in Abbildung 46 dargestellt und wird in den folgenden
Abschnitten näher erläutert.
Abbildung 46: Signalverarbeitung Membranstrom: A Istwert Spannung, B Regler, C Stellglied mit
Messeinrichtung, D Glaskapillare, E Anti-Aliasing-Filter, F Verstärker, G D/A-Umsetzer zur Ein-
speisung eines Transientenkompensationssignals
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5.1 Transientenkompensation
Sowohl bei TEVC als auch bei der patch clamp-Methode [NS73] enthält das Stromsignal kapazitive
Transienten, als Folge einer schnellen Umladung der Membrankapazität. Werden keine Gegenmaß-
nahmen getroffen, führt ein zu schneller Anstieg der Membranspannung Um zu einer Sättigung der
analogen Strommesseinrichtung bzw. des nachgeschalteten A/D-Umsetzers. Bei der patch clamp Me-
thode kann eine derartige Sättigung verhindert werden, indem mit einer Filterschaltung aus dem
Sollwertsignal der Membranspannung ein Kompensationssignal erzeugt und parallel zur Strommess-
einrichtung in die Zelle eingespeist wird [Sig95]. Hiermit ist keine vollständige Kompensation möglich.
Sie ist jedoch ausreichend, um das Signal vor der Digitalisierung noch zu verstärken. Die verbleibenden
Transienten können nach der Digitalisierung mit der P/4 Procedure [BA77] aus den aufgenommenen
Daten eliminiert werden. Abbildung 47 zeigt das zugrundeliegende Prinzip dieser Prozedur.
Abbildung 47: Transientenkompensation mit der P/n Procedure n = 4 [BA77]
Dem Strom durch die Ionenkanäle ist der kapazitive Strom zur Umladung der Membrankapazität
als Störgröße überlagert. Um diese Störgröße eliminieren zu können, muss der Strom zur Umladung
der Membrankapazität getrennt vom Strom durch die Ionenkanäle gemessen werden. Dazu wird die
Tatsache genutzt, dass spannungsgesteuerte Ionenkanäle erst ab einer für den Kanal typischen Mem-
branspannung Uon aktivieren (vgl. Abbildung 47).
Einem Sprung der Membranspannung ∆U zur Depolarisierung der Membran werden n Pulse mit der
Amplitude ∆U
n
vorausgeschickt, so dass Um +
∆U
n
≤ Uon gilt (vgl. Abbildung 47, n = 4). Da die
Ionenkanäle unter dieser Bedingung deaktiviert sind, enthält der Membranstrom ausschließlich die
kapazitiven Umlade- und Leckströme, die später aus dem Gesamtmembranstrom eliminiert werden
sollen. Unter idealen Bedingungen skaliert die Amplitude der kapazitiven Transienten linear mit ∆U ,
so dass das in den Abschnitten I - IV aufgezeichnete Stromsignal summiert und damit der Transient
des Spannungssprunges ∆U kompensiert werden kann.
Ein Nachteil dieses Verfahrens ist, dass die Kompensation des Transienten erst im Anschluss an
die Digitalisierung erfolgt. Die Verstärkung des Stromsignals vor der Digitalisierung kann nur so
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groß gewählt werden, dass die Amplitude der Transienten den Eingangsspannungsbereich des A/D-
Umsetzers nicht überschreitet. Eine weitere Erhöhung der Verstärkung würde zu einer Sättigung des
Umsetzers führen und das daraus resultierende Kompensationssignal unbrauchbar machen.
Bei dem in dieser Arbeit entwickelten TEVC-Verstärker wird das Signal zur Kompensation der Tran-
sienten zum Ausgangssignal der Strommesseinrichtung addiert (vgl. Abbildung 46). Zu dessen Erzeu-
gung werden, wie in Abbildung 47 gezeigt, n = 4 Pulse der Amplitude ∆U
n
vorgegeben. Die in den
Abschnitten I - IV gemessenen Ströme werden addiert, invertiert und entsprechend der Sprunghöhe
∆U skaliert. Mit Hilfe des D/A-Umsetzers G wird aus diesen Daten eine Spannung erzeugt und zum
Ausgangssignal der Strommesseinrichtung addiert (vgl. Abbildung 46). Als Folge davon werden die
kapazitiven Transienten nahzu vollständig aus dem Stromsignal eliminiert. Somit kann die Verstär-
kung vor der Digitalisierung im Vergleich zur rein software-basierten Kompensation höher gewählt
werden. Dadurch lässt sich ein besseres Signal-Rausch-Verhältnis erzielen.
Zum Test der Transientenkompensation wurde ein voltage clamp Experiment an der Modellzelle durch-
geführt (vgl. Abbildung 18,Rm = 100 kΩ, Cm = 100 nF,Rs = 0,Rbath = 1 kΩ,Rcel = Rpel = 680 kΩ).
Die Membranspannung wird nacheinander mit einem Sprung von 0 auf 50 mV und von 0 auf 100 mV
beaufschlagt. Der zeitliche Verlauf der Membranspannung während dieses Experimentes ist in Ab-
bildung 48 in den Graphen A und B dargestellt. Die Graphen B und E zeigen den transienten-
kompensierten Membranstrom. C und F zeigen den Verlauf der kapazitiven Stromtransienten sowie
des Leckstromes durch den Widerstand Rm. Das Stromsignal wurde bei diesem Experiment vor der
Digitalisierung 20-fach verstärkt.
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Abbildung 48: Voltage clamp Experiment an der Modellzelle (vgl. Abbildung 18, Rm = 100 kΩ,
Cm = 100 nF, Rs = 0, Rbath = 1 kΩ, Rcel = Rpel = 680 kΩ) zum Test der rein software-basierten Tran-
sientenkompensation bei verschiedenen Sprungamplituden der Membranspannung. A, B, C: 50 mV,
D, E, F: 100 mV. A und D: Membranspannung, B und E: Membranstrom (kompensiert), C und F:
Kompensationsstrom
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Bei einer Sprungamplitude ∆U = 50 mV liegt die maximale Amplitude des verstärkten Stromtran-
sienten noch innerhalb des Eingangsspannungsbereiches des A/D-Umsetzers. Bei einem Sprung von
100 mV wird der Eingangsspannungsbereich überschritten, und es kommt zur Sättigung des A/D-
Umsetzers. Dies wird anhand des Graphen F in Abbildung 48 deutlich: Das kompensierte Stromsignal
(Graph E) weist deutliche Artefakte auf.
Das gleiche Experiment wurde mit der in Abbildung 46 dargestellten Kompensationsmethode durch-
geführt. Dabei wird das Kompensationssignal vor der Verstärkung des Stromsignals addiert und an-
schließend digitalisiert. Das Ergebis ist in Abbildung 49 dargestellt.
Im Gegensatz zur software-basierten Transientenkompensation wird eine Sättigung des A/D-Um-
setzers vermieden (vgl. Abbildung 48 F und 49 F). Auch bei einer Sprungamplitude ∆U = 100 mV
ist hier eine Kompensation der Transienten möglich. Die verbleibenden Transienten sind auf Phasen-
unterschiede zwischen Strom- und Kompensationssignal zurückzuführen, die kleiner als das 5 µs-
Abtastintervall der Digitalisierung sind.
Die Abbildungen 50 und 51 zeigen den Vergleich zwischen software- und hardware-basierter Transi-
entenkompensation bei einer Oozyte mit exprimierten hEAG1 Ionenkanälen in einem voltage clamp
Experiment.
5 SIGNALVERARBEITUNG 65
Abbildung 49: Voltage clamp Experiment an der Modellzelle (vgl. Abbildung 18, Rm = 100 kΩ,
Cm = 100 nF, Rs = 0, Rbath = 1 kΩ, Rcel = Rpel = 680 kΩ) zum Test der Transientenkompensation
nach Abbildung 46 bei verschiedenen Sprungamplituden der Membranspannung. A, B, C: 50 mV.
D, E, F: 100 mV. A und D: Membranspannung, B und E: Membranstrom (kompensiert), C und F:
Kompensationsstrom
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Abbildung 50: Voltage clamp Experiment mit software-basierter Transientenkompensation an einer
Oozyte mit exprimierten hEAG1 Ionenkanälen: A Membranspannung, B Membranstrom (kompen-
siert), C Kompensationsstrom
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Abbildung 51: Voltage Clamp Experiment mit hardware-basierter Transientenkompensation an einer
Oozyte mit exprimiertem hEAG1: A Membranspannung, B Membranstrom (kompensiert), C Kom-
pensationsstrom
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Ein Nachteil der in Abbildung 46 dargestellten Methode zur Transientenkompensation ist die Verwen-
dung des ungefilterten Ausgangssignals der Strommesseinrichtung. Dieses Signal wird nicht gefiltert,
da der Einfluss des Filters auf das gemessene Signal bei der Bildung des Kompensationssignales rück-
gängig gemacht werden muss. Dafür muss der frequenzabhängige Amplituden- und Phasengang des
Filters oder seine Übertragungsfunktion im Zeitbereich genau bekannt sein, was sehr aufwändig ist.
Durch den Verzicht auf eine Filterung wird zusätzliches Rauschen zum Stromsignal hinzugefügt und
anschließend verstärkt. Eine Lösung dieses Problems, in Experimenten, in denen ausreichend Zeit
zwischen den Depolarisierungen der Membran ist, stellt eine Mittelwertbildung des aufgenommenen
Stromtransienten dar.
Alternativ dazu ist eine Kurvenanpassung des aufgenommenen Stromtransienten möglich. Die daraus
ermittelten Koeffizienten können zusammen mit der zugrundeliegenden Gleichung zur Berechnung der
Digitalwerte des D/A-Umsetzers G in Abbildung 46 verwendet werden.
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5.2 Anti-Aliasing-Filter
Um Alias-Effekte bei der Digitalisierung des Stromsignals zu vermeiden, wird ein Tiefpassfilter vierter
Ordnung eingesetzt. Die dazu verwendete Schaltung basiert auf zwei hintereinander geschalteten Uni-
versalfiltern zweiter Ordnung. Abbildung 52 zeigt das Prinzipschaltbild eines der beiden Univeralfilter
[KSW98]. Die Filterwirkung wird hierbei durch Rückkopplung zweier Integratoren erreicht.
Abbildung 52: Prinzipschaltbild eines Universalfilters [KSW98]
Bei der Reihenschaltung wurde der Tiefpass-Ausgang des ersten Teilfilters mit dem Eingang des
zweiten verbunden. Eine schaltungstechnische Realisierung eines Teilfilters findet sich in [TS78] und
ist in Abbildung 53 dargestellt.
Abbildung 53: 2-Pol Filter mit getrennt einstellbarer Filtercharakteristik und Grenzfrequenz
Butterworth- und Tschebyscheff-Tiefpassfilter besitzen im Vergleich zum Bessel-Tiefpass einen stei-
leren Übergang vom Durchlass in den Sperrbereich. Dafür zeigt ihre Sprungantwort im Gegensatz
zum Bessel-Tiefpass ein deutliches Überschwingen [TS71, Sei98]. Um die Filterung des Stromsignals
optimal an die Gegebenheiten des Experimentes anpassen zu können, ist alternativ zur Bessel- auch
die Butterworth- oder Tschebyscheff-Charakteristik möglich.
Der Vorteil der Schaltung in Abbildung 53 ist, dass Grenzfrequenz und Charakteristik unabhängig
voneinander durch die Widerstände R1/α bzw. R2/β und R eingestellt werden können. Ihre Übertra-
gungsfunktion lautet im Frequenzbereich:
Ua(jω)
Ue(jω)
= αβ1− ω2R2C2 + jωβRC (35)
Der Koeffizient α bestimmt die Gleichspannungs-Verstärkung des Filters, β die Filtercharakteristik.
Das Produkt R · C legt die Grenzfrequenz fg fest. α, β und fg berechnen sich wie folgt:
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α = A0
β
(36)
β = ai√
bi
= 1
Qi
(37)
fg =
√
bi
2piRC (38)
Der Index i bezeichnet den jeweiligen Teilfilter zweiter Ordnung. In [TS78] finden sich für ein Bessel-
filter vierter Ordnung folgende Werte für die Koeffizienten ai, bi und Qi:
i 1 2
ai 1,3397 0,7743
bi 0,4889 0,3890
Qi 0,52 0,81
Tabelle 6: Koeffizienten zur Dimensionierung eines 4-Pol Bessel-Tiefpassfilters [TS71]
Die Werte für die Koeffizienten ai, bi und Qi aus Tabelle 6 werden in die Gleichungen 36 und 37
eingesetzt und daraus die Widerstände R1/α bzw. R2/β berechnet. Der Widerstand R ergibt sich
durch Umstellen der Gleichung 38 zusammen mit den Vorgaben für den Wert des Kondensators C
und der Grenzfrequenz fg.
Um Charakteristik und Grenzfrequenz des Filters per Software einstellen zu können, werden multipli-
zierende D/A-Umsetzer des Typs AD7528 als variabler Widerstand für R1/α, R2/β und R verwendet.
Die Beziehung zwischen Registerwert D und Widerstand RD/A des Umsetzers ergibt sich durch Um-
stellen der Gleichung 8:
D = 256 · 10, 5 kΩ
RD/A
(39)
Um einen Frequenzbereich von 1 Hz bis ca. 13 kHz mit den D/A-Umsetzern abdecken zu können,
wurden die Widerstände auf die Werte R1 = R2 = 32, 6 kΩ festgelegt. Aus den Gleichungen 36 bis 38
folgt daraus für die Registerwerte der D/A-Umsetzer:
DR1/α =
256 · 10, 5 kΩ ·A0 ·Qi
32, 6 kΩ (40)
DR2/β =
256 · 10, 5 kΩ
32, 6 kΩ ·Qi (41)
Dfg =
2pi · 10, 5 kΩ · 256 · C · fg√
bi
(42)
Das Bode-Diagramm des Filters wurde für die Grenzfrequenzen
fg = 100 Hz, 250 Hz, 500 Hz, 1 kHz, 2, 5 kHz, 5 kHz (43)
gemessenen und mit einer Spice-Simulation (LTSpice, Linear Technology Corp.) verglichen. Für die
Simulation wurden die nominellen Bauteilwerte der realisierten Schaltung und ein Spice-Modell des
Operationsverstärkers OPA627 von Texas Instruments verwendet. Das Ergebnis der Simulation ist
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zusammen mit der Messung des Frequenzgangs der realen Filterschaltung in Abbildung 54 dargestellt.
Die Messung erfolgte mit Hilfe eines chirp-Signals. Dieses Verfahren wird im Abschnitt 6.3.2 näher
erläutert.
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Abbildung 54: Simulation und Messung eines Bessel-Filters vierter Ordnung bei den Grenzfrequenzen
fg = 100 Hz, 250 Hz, 500 Hz, 1 kHz, 2,5 kHz und 5 kHz
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Die Registerwerte des D/A-Umsetzers zur Realisierung der Filtercharakteristik sind in Tabelle 7 zu-
sammen mit dem Quantisierungsfehler F angegeben. Der Quantisierungsfehler entsteht, da das Re-
gister des Umsetzers nur ganzzahlige Werte beinhaltet. Für F gilt:
F =
(
Dgerundet
Dberechnet
− 1
)
· 100 (44)
D/A-Register Wert (gerundet) Quantisierungsfehler F
DR1/α (Teilfilter 1) 43 0,29%
DR2/β (Teilfilter 1) 159 0,27%
DR1/α (Teilfilter 2) 67 0,32%
DR2/β (Teilfilter 2) 102 0,20%
Tabelle 7: D/A-Werte zur Einstellung einer Bessel-Charakteristik und Quantisierungsfehler
Die Registerwerte zur Einstellung der Grenzfrequenz werden mit Gleichung 42 berechnet. In Tabelle 8
sind die gemessenen Grenzfrequenzen mit den entsprechenden Registerwerten, der Frequenzabwei-
chung ∆fg und dem Quantisierungsfehler F für fg = 100 Hz, 250 Hz, 500 Hz, 1 kHz, 2,5 kHz und
5 kHz angegeben. Für die Frequenzabweichung ∆fg gilt:
∆fg =
(
fg gemessen
fg
− 1
)
· 100 (45)
Grenzfrequenz fg (Hz) nominell 100 250 500 1000 2500 5000
Grenzfrequenz gemessen fg (Hz) 99,95 247,96 504,66 968,93 2417,8 4826,4
D/A-Wert Dfg (Teilfilter 1) 2 5 10 19 48 97
D/A-Wert Dfg (Teilfilter 2) 2 5 11 22 54 108
Frequenzabweichung ∆fg -0,05 % -0,82 % 0,93 % -3,11 % -3,29 % -3,47 %
Quantisierungsfehler F (Teilfilter 1) 3,38 % 3,38 % 3,38 % -1,70 % -0,64 % 0,39 %
Quantisierungsfehler F (Teilfilter 2) -8,31 % -8,31 % 1,53 % 1,53 % -0,29 % -0,29 %
Tabelle 8: Abweichung der Filtergrenzfrequenz vom nominellen Wert, D/A-Registerwerte und Quan-
tisierungsfehler für den untersuchten Bessel-Tiefpassfilter (vgl. Abbildung 54)
In Abbildung 55 sind zum Vergleich die theoretische (Gleichung 42) und gemessene Beziehung zwischen
Grenzfrequenz und D/A-Registerwert für Teilfilter 1 und 2 aufgetragen.
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Abbildung 55: Abhängigkeit des D/A-Werts Dfg von der Frequenz f . Vergleich der theoretischen
Beziehung (Gleichung 42) mit den gemessenen Werten für beide Teilfilter (i = 1 bzw. i = 2)
Aus den gemessenen Grenzfrequenzen und den dafür eingestellten D/A-Registerwerten wurde mit-
tels linearer Regression eine korrigierte Beziehung zwischen D/A-Wert und Frequenz ermittelt. Für
Teilfilter 1 gilt:
Dfg = 0, 02008 · fg − 0, 186959 (46)
und für Teilfilter 2:
Dfg = 0, 02244 · fg − 0, 23923 (47)
Mit den Gleichungen 46 und 47 ergeben sich korrigierte Registerwerte zur Einstellung der Grenz-
frequenz. Diese sind in Tabelle 9 angegeben:
Grenzfrequenz fg (Hz) nominell 100 250 500 1000 2500 5000
Dfg (Teilfilter 1) 2 5 10 20 50 100
Dfg (Teilfilter 2) 2 5 11 22 56 112
Tabelle 9: Korrigierte D/A-Werte zur Einstellung der Grenzfrequenz fg
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Tabelle 10 enthält die mit den korrigierten D/A-Werten gemessenen Grenzfrequenzen und die ent-
sprechende Abweichung von der Soll-Frequenz (vgl. Tabelle 8).
Grenzfrequenz fg (Hz) nominell 100 250 500 1000 2500 5000
Grenzfrequenz fg (Hz) gemessen 99,95 247,19 502,78 1004 2523 5012,5
Frequenzabweichung ∆fg -0,05 % -1,12 % 0,56 % 0,4 % 0,92 % 0,25 %
Tabelle 10: Gemessene Grenzfrequenzen fg mit den korrigierten D/A-Werten aus Tabelle 9
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5.3 Verstärker
Abbildung 56 zeigt typische Stromverläufe eines voltage clamp Experimentes an Oozyten mit hEAG1
(A) und Nav1.6 Ionenkanälen (B).
Abbildung 56: Membranstromverläufe eines voltage clamp Experiments mit hEAG1 A und B Nav1.6
Ionenkanälen
Je nach untersuchtem Kanaltyp kann der Bereich des Membranstromes verschiedene Wertebereiche
annehmen (vgl. Abbildung 56 A: 0 ... 23 µA und B: 1 ... -5 µA). Die Spannungsversorgung des TEVC-
Verstärkers ist so ausgelegt, dass sie bei einem Widerstand der Stromelektrode von 1 MΩ einen Strom
von ± 100 µA liefern kann. Der in der Strommesseinrichtung eingesetzte Widerstand hat einen Wert
von 100 kΩ. Somit hat die Strommesseinrichtung eine Ausgangsspannungsbereich von maximal± 10 V.
Der A/D-Umsetzer der Datenakquisitionseinheit hat einen Eingangsspannungsbereich von ± 10, 24 V.
Die Strommesseinrichtung liefert im Fall A eine Ausgangsspannung von 0 bis 2,3 V und im Fall B
von 0,1 V bis -0.5 V (vgl. Abbildung 56). Ohne eine Verstärkung der Ausgangsspannung der Strom-
messeinrichtung ergeben sich die in Tabelle 11 angegebenen Signal-Rausch-Abstände bei Verwendung
des A/D-Umsetzers AD974 (Analog Devices Inc.):
SNR / ENOB Verstärkung 1 mit Verstärkung ()
Abb. 56 A 66,0 dB / 10,7 bit 78,9 dB / 12,8 bit (4,4)
Abb. 56 B 54,3 dB / 8,7 bit 78,9 dB / 12,1 bit (20,4)
Tabelle 11: Signal-Rausch-Abstand (SNR) und Effektive Anzahl bits (ENOB) bei der Digitalisierung
des Stromsignals bei optimaler bzw. nicht optimaler Verstärkung
Der Signal-Rausch-Abstand (SNR - signal to noise ratio) eines Signals, das mit einem idealen A/D-
Umsetzer mit der Auflösung N abgetastet wird, beträgt:
SNR = N · 6, 02 dB + 1, 76 dB (48)
Das Eigenrauschen des A/D-Umsetzers und die Tatsache, dass ein Signal den möglichen Eingangs-
spannungsbereich nicht vollständig ausnutzt, verringern die Auflösung N. Seine tatsächliche Auflösung
(effective number of bits - ENOB) beträgt in diesem Fall [Kes08]:
ENOB =
SINAD + 20 log
(
Signalamplitude
Eingangsspannungsbereich
)
− 1, 76 dB
6, 02 (49)
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SINAD (signal to noise and distortion, [BDMR06]) berücksichtigt alle Rausch- und Verzerrungsanteile
des realen A/D-Umsetzers und ist bezogen auf ein Signal mit der für den Umsetzer maximal möglichen
Amplitude. Der logarithmische Term berücksichtigt ein Eingangssignal mit geringerer Amplitude.
Wird ENOB statt N in Gleichung 48 eingesetzt, ergibt sich der tatsächlich mögliche Signal-Rausch-
Abstand. Für den eingesetzten A/D-Umsetzer vom Typ AD974 gelten lt. Datenblatt folgende Werte:
Parameter Wert
Uin ± 10,24 V
Auflösung N 16 bit
SINAD 85 dB
Fazit: Um bei der Digitalisierung stets einen optimalen Signal-Rausch-Abstand zu erhalten, ist eine
Anpassung der Verstärkung an den Wertebereich des Stromsignals notwendig.
Die Realisierung des Verstärkers gleicht prinzipiell der in Abschnitt 4.2.2 dargestellten Schaltung zur
Einstellung der Reglerverstärkung. Um eine positive Gesamtverstärkung zu erhalten, und den Einstell-
bereich zu erweitern, wurde eine zweite invertierende Verstärkerstufe vorgeschaltet, deren Verstärkung
über einen Schalter zwischen -1 und -10 umgeschaltet werden kann.
Abbildung 57: Invertierender Verstärker mit variabler Verstärkung
Ein TTL-Signal (Spannung Ugr) stellt die Verstärkung A der ersten Stufe auf -1 bzw. -10 ein. Die
Gesamtverstärkung K lautet:
K = Ua
Ue
= A · RD/A
RFB
= A · 256 · 11 kΩ
D · 11 kΩ = A ·
256
D
(50)
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6 Kalibrierung
6.1 Aufgabe
Parameter wie Reglerverstärkung, Filtergrenzfrequenz und Offsetspannung werden vom Anwender
über Eingabefelder in der graphischen Benutzeroberfläche eingestellt. Die in den Einheiten Hertz,
Volt oder Ampère eingegebenen Größen werden in digitale Werte umgerechnet und in die Register,
der in den Filter- oder Verstärkerschaltungen enthaltenen D/A-Umsetzer, geladen. Eine Aufgabe der
Kalibration ist die Messung des Zusammenhanges zwischen Digitalwert und physikalischer Größe in
Form einer Wertetabelle oder Kennlinie.
Bevor die im Experiment gemessenen Strom- und Spannungssignale in der Anwendersoftware angezeigt
werden, müssen sie gefiltert, verstärkt und von einem A/D-Umsetzer digitalisiert werden. Die digitalen
Abtastwerte müssen in die entsprechenden physikalischen Größen (Strom, Spannung) umgerechnet
werden. Bei der Umrechnung müssen alle von der Messeinrichtung, dem Filter und dem Verstärker
verursachten Veränderungen des gemessenen Signals berücksichtigt werden.
Zu diesen Veränderungen gehören neben der Verstärkung oder Abschwächung der Signalamplitude
auch die Addition von offset-Spannungen. Bei Verwendung des D/A-Umsetzers AD7528 als Eingangs-
widerstand am Summationspunkt eines Operationsverstärkers kommt es, abhängig vom Digitalwert,
zu einer bis zu 256-fachen Verstärkung der Eingangsoffsetspannung [Sig95]. Dieses Problem tritt bei
dem Anti-Aliasing-Filter für das Stromsignal auf, da dort diese D/A-Umsetzer als variable Widerstän-
de R eingesetzt werden (vgl. Abbildung 53).
Die zweite Aufgabe der Kalibrierung ist die Bestimmung der Koeffizienten der Übertragungsfunk-
tion aller an der Signalverarbeitung beteiligten Schaltungen. Prinzipiell handelt es sich dabei um
Verzögerungsglieder höherer Ordnung. Deshalb und wegen der o.g. offset-Effekte sowie aufgrund der
Bauteiltoleranzen von bis zu 20 % ist eine direkte Ableitung der Übertragungsfunktion aus den Schal-
tungen zu kompliziert. Stattdessen wurde das reale Übertragungsverhalten basierend auf einer Reihe
vereinfachender Annahmen durch ein Modell approximiert, dessen Parameter während der Kalibrie-
rung ermittelt werden.
6.2 Modell der Schaltungen zur Signalverarbeitung
Das Übertragungsverhalten der Messeinrichtung, des Anti-Aliasing-Filters und des Verstärkers für das
Strom- und Spannungssignal entspricht dem eines Verzögerungsgliedes höherer Ordnung. Diese Funkti-
onsblöcke wurden unter der Voraussetzung konzipiert, dass ihre größte Zeitkonstante kleiner ist als die
kleinste im Signal vorkommende Zeitkonstante. Unter dieser Voraussetzung werden sie vereinfachend
als Proportionalglieder mit der Verstärkung K betrachtet. Zur Berücksichtigung von offset-Effekten
wird zu ihrem Ausgangssignal die Spannung Uo addiert. Blockschaltbild und Übertragungsfunktion
des resultierenden Modells sind in Abbildung 58 dargestellt.
Das Modell in Abbildung 58 gilt unter der Voraussetzung, dass die -3 dB-Bandbreite der Messein-
richtung, des Filters und des Verstärkers größer ist, als die größte im Signal vorkommende Frequenz.
Ist diese Voraussetzung erfüllt, können während der Kalibrierung die Parameter Uo und K mit einem
einfachen Verfahren unabhängig voneinander gemessen werden.
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Abbildung 58: Modell des Übertragungsverhaltens der Messeinrichtung, des Filters und des Verstärkers
für das Strom- und Spannungssignal
6.2.1 Verstärkung K
Zur Bestimmung der Verstärkung K werden nacheinander zwei Spannungen Ue1 und Ue2 am Eingang
der zu kalibrierenden Schaltung angelegt. Nach Erreichen des stationären Zustandes werden am Aus-
gang die Spannungen Ua1 und Ua2 gemessen. Bei der Kalibrierung des Filters beginnt die Messung von
Ua1 und Ua2 erst zum Zeitpunkt t = 10RC. Damit wird sichergestellt, dass alle Einschwingvorgänge
abgeklungen sind. Das Verhältnis der Differenz der Spannungen an Aus- und Eingang des Blockes
ergibt die Verstärkung K unabhängig von der Spannung Uo:
Ua1 = KUe1 + Uo
Ua2 = KUe2 + Uo
Ua1 − Ua2 = K (Ue1 − Ue2)
K = Ua1 − Ua2
Ue1 − Ue2 (51)
6.2.2 Offset-Spannung Uo
Ist die Verstärkung K bestimmt, wird der Eingang des Funktionsblockes auf Masse gelegt (Ue = 0 V).
Die Ausgangsspannung Ua ist dann gleich der gesuchten Spannung Uo.
Ua = Uo (52)
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6.3 Kalibrierungsverfahren
Abbildung 59 zeigt die Signalverarbeitungskette für das Membranstromsignal von der Messung bis
zur Digitalisierung durch den A/D-Umsetzer. Es können siebzehn Filtergrenzfrequenzen von 1 Hz
bis 10 kHz sowie zehn Verstärkungen von 1 bis 1000 eingestellt werden. Für jede Kombination aus
Verstärkung und Grenzfrequenz ergibt sich eine Verstärkung und Offsetspannung der gesamten Si-
gnalverarbeitungskette. Gemäß dem Modell aus Abbildung 58 werden die einzelnen Verstärkungen
K1, K2, K3 sowie die Offsetspannungen Uo1, Uo2, Uo3 von Messeinrichtung, Filter und Verstärker
gemessen und daraus mit Hilfe der Gleichungen 53 bis 56 die Gesamtübertragungsfunktion der Si-
gnalverarbeitungskette gebildet.
Abbildung 59: Modell der Signalverarbeitungskette des Membranstroms Im
Filter und Verstärker haben aufgrund der Offsetspannung des D/A-Umsetzers vom Digitalwert ab-
hängige Parameter K und Uo. Dies ist in Abbildung 59 durch die Schreibweise K2(DF ) bzw. K3(DV )
gekennzeichnet. DF und DV bezeichnen den Digitalwert zur Einstellung der Grenzfrequenz bzw. der
Verstärkung. Die Übertragungsfunktion der gesamten Signalverarbeitungskette ergibt sich daraus wie
folgt:
Ue = Im ·R (53)
Ua = {(Ue ·K1 + Uo1) ·K2(DF ) + Uo2(DF )} ·K3(DV ) + Uo3(DV )
= Ue ·K1 ·K2(DF ) ·K3(DV )︸ ︷︷ ︸
K(DF ,DV )
+ Uo1 ·K2(DF ) ·K3(DV ) + Uo2(DF ) ·K3(DV ) + Uo3(DV )︸ ︷︷ ︸
Uo(DF ,DV )
Ua = Ue ·K(DF , DV ) + Uo(DF , DV ) (54)
Bei einem Eingangsspannungsbereich des A/D-Umsetzers von ± 10, 24 V ist der Zusammenhang der
Spannung Ua und dem resultierenden Digitalwert D gegeben durch:
D =
(
Ua
20, 48 V + 0, 5
)
· (216 − 1) (55)
Mit den Gleichungen 53 bis 55 lautet die Beziehung zur Berechnung des Membranstromes Im aus den
Abtastwerten D wie folgt:
Im =
(
D
216 − 0, 5
)
· 20, 48 V− Uo(DF , DV )
K(DF , DV ) ·R (56)
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6.3.1 Messeinrichtung
Die Schaltung zur Messung des Membranstromes Im ist im Abschnitt 4.4 ausführlich beschrieben. Zur
Erläuterung, wie die Parameter K1 und Uo1 für diese Schaltung ermittelt werden, zeigt Abbildung 60
ihr Prinzipschaltbild:
Abbildung 60: Prinzipschaltbild der Membranstrommessung (grauer Kasten): S Stelleinrichtung, ver-
stärkt die Ausgangsspannung Ur des Reglers: Ucel = ± 150 V. Rsh Strommesswiderstand 0,1 %
Toleranz, erzeugt eine zum Membranstrom Im proportionale Spannung, Rin = R1||R5||R6 Eingangs-
widerstand am Knoten K2 (vgl. Abbildung 35). 115 Spannungsteilerfaktor der Widerstände R5 und
R6 (vgl. Abbildung 35), Rcel Widerstand der Elektrode zur Injektion des Membranstromes
Die Strommesseinrichtung wandelt die über dem Widerstand Rsh abfallende differenzielle Spannung
Ush in eine massebezogene Spannung UIm. Das Verhältnis von Ausgangsspannung zu Eingangsspan-
nung entspricht der Verstärkung K1:
K1 =
UIm
Ush
= UIm
Im ·Rsh (57)
Uo1 ist diejenige Spannung am Ausgang der Schaltung, für den Fall, dass kein Membranstrom fließt,
d.h. Im = 0. Aufgrund der kompakten Bauweise (vgl. Abbildung 31) ist der Differenzeingang der
Strommesseinrichtung fest mit den beiden Anschlüssen des Strommesswiderstandes Rsh verbunden.
Der Widerstand Rsh kann nicht zur Einspeisung eines Testsignals abgetrennt werden. Eine entspre-
chende Eingangsspannung Ush kann nur mit Hilfe eines Stromes durch Rsh erzeugt werden. Dazu muss
der Widerstand Rcel am Ausgang der Strommesseinrichtung angeschlossen werden und das Testsignal
als Spannung Ur angelegt werden.
Zur Kalibrierung wird mit dem im Abschnitt 6.2.1 beschriebenen Verfahren zunächst das Verhält-
nis der Spannungen UIm und Ur bestimmt. Dazu wird die Spannung UIm gemessen, während zwei
verschiedene Spannungen Ur1 und Ur2 angelegt werden. Anschließend wird der Quotient a berechnet:
a = UIm1 − UIm2
Ur1 − Ur2 (58)
Anschließend wird mit dem gleichen Verfahren das Verhältnis der Spannungen Ucel und Ur bestimmt
und der Quotient b ermittelt:
b = Ucel1 − Ucel2
Ur1 − Ur2 (59)
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Das Verhältnis a
b
ist gleich dem Produkt aus dem Teilerfaktor Kst des Spannungsteilers Rsh zu
Rcel||Rin und der gesuchten Verstärkung K1 der Messeinrichtung.
a
b
= UIm1 − UIm2
Ucel1 − Ucel2 =
K1Rsh
Rsh + (Rcel||Rin) (60)
Für Rsh, Rcel und Rin werden Widerstände mit einer Toleranz von 0,1 % verwendet und ihr Wert zur
Berechnung der Verstärkung K1 in Gleichung 61 eingesetzt:
K1 =
a
b
(
1 + (Rcel||Rin)
Rsh
)
(61)
Die Eingänge der Schaltung zur Strommessung können nicht mit Masse (AGND) verbunden werden.
Um die zur Messung des Parameters Uo1 notwendige Bedingung Icel = 0 zu erfüllen, werden die
Versorgungsspannungen Up und Un abgeschaltet, die Spannung Ur auf Masse (AGND) gelegt und der
Widerstand Rcel entfernt. Unter diesen Bedingungen ist die Eingangsspannung der Schaltung 0 V und
für die Ausgangsspannung gilt:
Uim = Uo1 (62)
6.3.2 Filter
Abbildung 61 zeigt, wie die Verstärkung K2(DF ) und die offset-Spannung Uo2(DF ) des Stromsignal-
filters gemessen werden.
Abbildung 61: Signalflussplan zur Kalibrierung des Stromsignalfilters
Zur Messung der Verstärkung wird der Eingang des Filters von der Strommesseinrichtung abgetrennt
und ein Testsignal eingespeist. Zur Messung der Offsetspannung wird der Filtereingang auf Masse
(AGND) gelegt. Der Ausgang des Filters ist über den Multiplexer MUX mit einem A/D-Umsetzer
verbunden. Der Multiplexer ermöglicht die Kalibrierung mehrerer Funktionsblöcke mit einem A/D-
Umsetzer. Insgesamt werden auf diese Weise sechzehn verschiedene Signale (M1 bis M16) überwacht.
Während der Kalibrierung des Filters wird die Abhängigkeit der Parameter A2(DF ), Uo2(DF ) und
fg(DF ) vom Digitalwert DF bestimmt. A2(DF ) und Uo2(DF ) werden mit den unter 6.2.1 und 6.2.2
beschriebenen Verfahren gemessen. Die Beziehung fg(DF ) wird mit Hilfe eines chirps ermittelt. Ein
chirp ist eine harmonische Schwingung konstanter Amplitude und zeitabhängiger Frequenz. Die Zeit-
abhängigkeit der Frequenz kann zum Beispiel linear oder exponentiell sein. Abbildung 62 zeigt einen
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linearen chirp, der nach Gleichung 63 berechnet wurde.
Abbildung 62: chirp mit linearem Anstieg der Frequenz
f(t) = sin [2pi(1 + 20t)t] (63)
Weitere Definitionen zu chirp-Signalen sind in [PS01a] und [Paa11] angegeben. Eine Anwendungsbei-
spiel kurzer chirp-Pulse zur Breitbandspektroskopie dynamischer Impedanzen findet sich in [MLP+11].
Bei dem zur Kalibrierung des Filters verwendeten chirp sind alle Frequenzen mit der gleichen Am-
plitude repräsentiert. Eine Fourier-Transformation des gefilterten chirps ergibt die frequenzabhängige
Amplitudendämpfung des Filters. Diejenige Frequenz, bei der das Verhältnis von Ausgangs- zu Ein-
gangsamplitude 1√2 = 0, 707 beträgt, ist die -3 dB-Grenzfrequenz des Filters. Vorteilhaft bei der
Anwendung eines chirps zur Bestimmung des Frequenzverhaltens einer Schaltung ist, dass ein breites
Frequenzspektrum, wie hier von ca. 1 Hz bis 50 kHz, in einer sehr kurzen Zeit von ca. 100 ms mit einer
einzigen Messung ermittelt werden kann. Im Vergleich dazu würde eine Messung der Amplitudenab-
schwächung bei diskreten Frequenzen in diesem Frequenzbereich wesentlich mehr Zeit in Anspruch
nehmen.
Der chirp wird von der Kalibrierungsroutine berechnet, über den D/A-Umsetzer in Abbildung 61
ausgegeben und am Eingang des Filters angelegt. Das Ausgangssignal des Filters wird mit dem A/D-
Umsetzer digitalisiert und die Abtastwerte einem Algorithmus zur diskreten Fourier-Transformation
übergeben. Ein Algorithmus sucht in den fouriertransformierten Abtastwerten diejenige Frequenz,
bei der das Verhältnis von Aus- zu Eingangsamplitude 0,707 beträgt. Dieses Verfahren wird für acht
äquidistant verteilte Werte aus dem Wertebereich von DF durchgeführt. Die gemessenen Grenzfre-
quenzen fg werden zusammen mit ihren Digitalwerten DF einem Algorithmus zur linearen Regression
übergeben. Mit Hilfe der Regressionsgeraden wird der zur Einstellung der gewünschten Grenzfrequenz
benötigte Digitalwert des D/A-Umsetzers berechnet.
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6.3.3 Verstärker
Abbildung 63 zeigt das Prinzip zur Messung der Verstärkung K3(DF ) und der offset-Spannung
Uo3(DF ) des Stromsignalverstärkers (vgl. Abb. 59).
Abbildung 63: Signalflussplan zur Kalibrierung des Stromsignalverstärkers
Zur Kalibrierung der Verstärkung K3(DF ) wird der Eingang des Verstärkers vom Ausgang des Filters
abgetrennt und ein vom D/A-Umsetzer erzeugtes Testsignal eingespeist. Das Verfahren zur Messung
von K3(DF ) ist unter 6.2.1 beschrieben. Die Messung wird für acht äquidistant verteilte Werte aus
dem Wertebereich von DF wiederholt. Neben der Verstärkung K3 wird auch der Verstärkeroffset
Uo3 in Abhängigkeit von DF mit dem unter 6.2.2 beschriebenen Verfahren gemessen. Der Eingang des
Verstärkers wird dazu auf Masse (AGND) gelegt. Der Ausgang des Verstärkers ist über den Multiplexer
MUX mit dem A/D-Umsetzer verbunden.
Der gemessene Zusammenhang K3(DF ) hat aufgrund der Gleichung 50 die Form f(x) =
1
x
. Um den
für eine vorgegebene Verstärkung K3 benötigten Digitalwert DF berechnen zu können, werden die
gemessenen Werte DF und
1
K3
einem linearen Regressionsalgorithmus übergeben.
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7 Vorbereitung des Verstärkers auf ein TEVC-Experiment
7.1 Offset-Spannungsabgleich
Nach dem Eintauchen von Referenz- und Potenzialelektrode in die Badlösung stellt sich aufgrund des
elektrochemischen Gleichgewichtspotenzials des chlorierten Silberdrahtes bzw. Pellets am Ausgang
der Spannungsmesseinrichtung eine offset-Spannung UmOffset zwischen etwa 5 mV und 50 mV ein.
Ohne eine Kompensation dieser offset-Spannung ergäbe sich nach dem Einstechen der Elektrode in
die Oozyte für den Istwert der Membranspannung:
UmIst = Um + UmOffset (64)
Der Regler sorgt dafür, dass Soll- und Istwert übereinstimmen. Daraus folgt für den Istwert der
Membranspannung UmIst bei geschlossenem Regelkreis:
UmIst = UmSoll − UmOffset
Die Offset-Spannung UmOffset muss kompensiert werden, da sonst im voltage clamp Experiment
die Membranspannung Um der Oozyte um den Betrag UmOffset vom Sollwert UmSoll abweicht. Die
Offset-Spannung UcelOffset der Stromelektrode wird durch den Regler ausgeglichen und wird nicht
kompensiert.
Abbildung 64 zeigt schematisch den TEVC-Regelkreis in der voltage clamp Konfiguration mit den
Elektroden in der Badkammer. Die Offset-Spannungen der Elektroden sind durch Batteriesymbole
gekennzeichnet. Die Elektroden sind nicht in die Oozyte eingestochen. Dadurch ist es möglich, die
offset-Spannung UmOffset direkt zu messen.
Vereinfacht dargestellt ist eine offset-Spannungsquelle (siehe Abbildung 65) zur Erzeugung der offset-
Kompensationsspannung U ′mOffset. Ein Algorithmus misst iterativ mit Hilfe des A/D-Umsetzers die
offset-Spannung UmIst = UmOffset und setzt entsprechend das Register des D/A-Umsetzers in der
offset-Spannungsquelle. Der Algorithmus beginnt von vorn und bricht erst ab, wenn die gemessene
Offsetspannung kleiner als 12 LSB, also 125µV ist, oder die Anzahl der Iterationen größer als 25 wird.
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Abbildung 64: Abgleich der offset-Spannungen UmOffset und UcelOffset
Der zum offset-Abgleich eingesetzte Algorithmus lautet in Pseudocode wie folgt:
/* initialize variables */
loop_count = 0;
max_count = 25;
offset_correction_voltage = 0;
/* main loop */
loop: U_m = ADC_get_voltage();
IF ( |U_m| < 0.5 * U_lsb) THEN
EXIT; /* done */
ELSE
IF loop_count > max_count THEN
display_error_message( "Too many iterations.");
EXIT;
ELSE
loop_count = loop_count + 1;
offset_correction_voltage = offset_correction_voltage - U_m;
DAC_set_voltage( offset_correction_voltage );
END;
END;
GOTO loop;
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Die zur offset-Spannungskorrektur eingesetzte Schaltung ist in Abbildung 65 dargestellt.
Abbildung 65: Digital einstellbare Spannungsquelle [Dev]
Ihre Ausgangsspannung kann durch Setzen des Registerwertes D des D/A-Umsetzers bei einer Refe-
renzspannung Uref = 512 mV in 250 µV-Schritten im Bereich von −0, 512 V . . . + 0, 512 V variiert
werden. Es gilt:
UmOffset = UREF
(
D
2048 − 1
)
(65)
Zum Test des offset-Algorithmus wurde ein Strom Im von -500 nA in die in Abbildung 66 gezeigte
Schaltung injiziert und in 50 nA-Schritten auf +500 nA erhöht. Nach jedem Schritt wurde die an Rm
abfallende Spannung Um gemessen und mit dem Algorithmus abgeglichen.
Abbildung 66: Schaltung zum Test des offset-Abgleiches
Die für den Abgleich erforderliche Spannung UmOffset ist in Abbildung 67 über der Spannung Um
aufgetragen (+). Eine Gerade durch den Ursprung mit der Steigung eins verdeutlicht die Genauigkeit,
mit der der Abgleich der offset-Spannung erfolgt. Die mittlere Abweichung der Spannung UmOffset
von Um beträgt 290 µV, die maximale Abweichung 400 µV.
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Abbildung 67: Offset-Abgleich verschiedener Spannungen Um der Schaltung in Abbildung 66
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7.2 Kontrolle der Elektrodenwiderstände
Der Widerstand der Stromelektrode begrenzt den Strom, der in die Oozyte injiziert werden kann und
somit die Geschwindigkeit, mit der die Membran geladen wird. Der Maximalwert des Stromes, ergibt
sich aus der maximalen Ausgangsspannung der Stelleinrichtung dividiert durch den Widerstand der
Stromelektrode. Zusammen mit den parasitären Kapazitäten bestimmt der Widerstand der Elektro-
den die Zeitkonstante der Stelleinrichtung und der Messeinrichtung für die Membranspannung. Beide
müssen klein gegenüber der Streckenzeitkonstante sein.
Ursachen für einen zu großen Widerstand können Fehler bei der Herstellung der Glaskapillaren oder
eine Verstopfung der Kapillarenspitze mit Zytosol sein. Ein zu kleiner Widerstand ist prinzipiell un-
kritisch, er kann jedoch auch ein Hinweis auf eine zu große Öffnung an der Spitze sein. In diesem
Fall tritt Lösung aus und läuft in das Innere der Zelle. Die Widerstände müssen vor dem Experi-
ment kontrolliert werden. Liegen sie nicht im Bereich zwischen 500 kΩ . . . 1 MΩ sind die Elektroden
ungeeignet.
Abbildung 68 zeigt das Prinzip zur Messung des Widerstandes Rpel der intrazellulären Potenzialelek-
trode.
Abbildung 68: Messung des Elektrodenwiderstandes Rpel der intrazellulären Potenzialelektrode
Der Kondensator C ist mit dem Eingang der Spannungsmesseinrichtung, also mit dem Ag/AgCl-Draht
in der Glaskapillare verbunden. Er bildet mit dem Widerstand Rpel einen RC-Differenziator.
Zur Messung des Widerstandes wird eine Dreieckspannung Ue(t) mit der Steigung±m von einem D/A-
Umsetzer erzeugt und an den freien Pol des Kondensators C angelegt. Für die Dreieckspannung Ue(t)
gilt während der steigenden Flanke: Ue(t) = + mt und während der fallenden Flanke Ue(t) = − mt.
Sie wird von dem RC-Differenziator in eine Rechteckspannung mit der Amplitude Uˆa(t) transformiert:
Uˆa = ± m ·Rpel · C (66)
Die Ausgangsspannung Ua(t) wird digitalisiert und die Amplitude Uˆa der Rechteckspannung aus den
Abtastwerten berechnet. Mit der Kapazität C des Kondensators berechnet sich der Elektrodenwider-
stand Rpel wie folgt:
Rpel =
Uˆa
mC
(67)
Zum Test der Widerstandsmessung wird der Eingang zur Messung des intrazellulären Potenzials über
einen variablen Widerstand mit Masse verbunden. Der Widerstand wird im Bereich zwischen 680 kΩ
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und 880 kΩ schrittweise verändert. Bei jedem Schritt wird eine Messung mit dem Verstärker und einem
Referenzmessgerät (DMM FLUKE 116) durchgeführt. In Abbildung 69 sind die mit dem Verstärker
gemessenen Werte über den Referenzmesswerten aufgetragen.
Abbildung 69: Messung verschiedener Elektrodenwiderstände Rpel (vgl. Abbildung 68)
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Abbildung 70 zeigt das Prinzip zur Messung des Elektrodenwiderstandes Rcel der Stromelektrode.
Abbildung 70: Messung des Elektrodenwiderstandes Rcel der Stromelektrode
Zur Messung des Widerstandes Rcel werden in der current clamp Betriebsart rechteckförmige Strom-
pulse (symmetrisch um Null) als Sollwert vorgegeben. Die Amplitude des Stromes beträgt 1 µA.
Sie wird so gering wie möglich gewählt, um die Elektrode zu schonen, aber groß genug, um ein gu-
tes Signal-Rauschverhältnis zu erhalten. Mit zunehmender Strombelastung steigt der Widerstand der
Glaskapillare, da sich ihre Spitze mit Salzkristallen zusetzt. Die in Abbildung 70 dargestellte Er-
satzschaltung für die Stell- und Messeinrichtung des Membranstromes ist bereits aus Abschnitt 6.3.1
bekannt.
Die Ausgangsspannung Ua(t) wird digitalisiert und die Amplitude Uˆa der Rechteckspannung aus den
Abtastwerten berechnet. Aus Abbildung 70 lässt sich die Formel zur Berechnung von Rcel aus der
Übertragungsfunktion der Strommesseinrichtung ableiten:
Uˆcel
Uˆa
= Rsh −KRp
Rp +Rsh
Rp =
RcelRin
Rcel +Rin
Rcel =
1
Uˆa +KUˆcel
Rsh(Uˆcel − Uˆa)
− 1
Rin
(68)
Zum Test der Widerstandsmessung wird der Eingang der Stromelektrode über einen variablen Wider-
stand mit Masse verbunden. Der Widerstand wird im Bereich zwischen 680 kΩ und 880 kΩ schrittweise
verändert. Nach jedem Schritt wird eine Messung mit dem Verstärker und einem Referenzmessgerät
(DMM FLUKE 116) durchgeführt. In Abbildung 71 sind die mit dem Verstärker gemessenen Werte
über den Referenzmesswerten aufgetragen.
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Abbildung 71: Messung verschiedener Elektrodenwiderstände Rcel (vgl. Abbildung 68)
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7.3 Optimale Einstellung der Reglerparameter
Der letzte Schritt, bevor mit den Messungen begonnen werden kann, besteht in der optimalen Einstel-
lung der Reglerparameter TN (Nachstellzeit) und KR (Verstärkung). Neben den Einstellregeln von
Ziegler und Nichols, Chien, Hrones und Reswick, Kuhn, etc. [LW05] existieren Verfahren, die aus-
gehend vom Frequenzgang des geschlossenen Regelkreises optimale Reglerparameter ermitteln. Dazu
gehört die Einstellung nach dem Betragsoptimum sowie die Einstellung nach dem symmetrischen Op-
timum. Führungs- und Störverhalten der nach diesen Verfahren eingestellten Regelkreise sind in der
Tabelle in Abbildung 72 gegenübergestellt.
Abbildung 72: Führungs- und Störverhalten von frequenzoptimierten Regelkreisen [LW05]
Der mit dem Betragsoptimum eingestellte Regelkreis hat eine schnelle Führungssprungantwort mit
≈ 4 % Überschwingen. Eingesetzt wird dieses Verfahren u.a. bei der Untersuchung von Zellen, bei
denen große spannungaktivierte Ströme [PS01b] auftreten. Störungen werden dagegen nur langsam
ausgeregelt, wodurch eine relativ hohe Auslenkung der Regelgröße entsteht. Ein nach dem symmetri-
schen Optimum eingestellter Regelkreis zeigt schnelleres und genaueres Störverhalten. Dafür ist ein
Überschwingen von 43 % ohne bzw. 8 % mit Vorfilter in Kauf zu nehmen.
Daraus wird deutlich, dass mit einschleifigen Regelkreisen Führungs- und Störverhalten nicht gleich-
zeitig optimiert werden können. Den besten Kompromiss zwischen Führungsverhalten mit geringem
Überschwingen und guter Störgrößenausregelung bietet der nach dem symmetrischen Optimum einge-
stellte Regelkreis mit Vorfilter. In [PS01b] wurde die Anwendung dieser beiden Einstellverfahren auf
Regler in voltage clamp Systemen untersucht und empirische Prozeduren zur Parametereinstellung
entwickelt. Mit Hilfe dieser Prozeduren werden während der Applikation von Testpulsen die Regler-
parameter iterativ unter Beobachtung des Einschwingvorganges eingestellt. Die Einstellung erfolgt
jedoch von Hand, eine automatische Protokollierung der Einstellungen findet nicht statt.
Der Nachteil dieser empirischen Prozeduren ist, dass sie vom Anwender ein technisches Verständnis
von Einschwingvorgängen, Verstärkung und Zeitkonstanten voraussetzen und wegen der subjektiven
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Beurteilung des optimalen Ergebnisses von dessen Erfahrung abhängig sind. Eine exakte Reproduk-
tion einmal erzielter optimaler Einstellungen ist daher für ungeübte Anwender schwierig. Ein falsch
eingestellter Regelkreis kann nicht nur zu falschen Messergebnissen führen, sondern birgt außerdem
die Gefahr von Oszillationen und somit einer Zerstörung von Oozyte und Elektroden.
Die softwarebasierte Steuerung der Reglerparameter und Ermittlung von Übertragungsfunktionen
im Frequenzbereich mittels chirp ermöglicht eine von der subjektiven Beurteilung des Anwenders
unabhängige Einstellung der Reglerparameter. Mit dem hier entwickelten nichtiterativen, Verfahren
ist eine automatische Einstellung der Reglerparameter sowohl nach dem symmetrischen als auch nach
dem Betragsoptimum möglich.
Im Folgenden wird die Einstellung nach dem Betragsoptimum (vgl. [LW05]) an der Modellzelle (vgl.
Abbildung 18) demonstriert. Ziel dieser Optimierung ist, dass die Regelgröße den Wert der Führungs-
größe schnell erreicht. Da einer schnellen Anstiegszeit der Sprungantwort eine große Bandbreite des
Frequenzgangs entspricht, lässt sich daraus folgende Forderung ableiten:
Der Frequenzgang des geschlossenen Regelkreises soll einen möglichst breiten, bei Null
beginnenden Frequenzbereich haben, der Betrag des Frequenzganges soll möglichst nahe bei
Eins liegen. [LW05].
|FW (jω)| ≈ 1 (69)
Die Einstellung der Reglerparameter nach dem Betragsoptimum basiert auf der Annahme, dass der
Regelkreis eine dominante Zeitkonstante TS und weitere, zur äquivalenten Zeitkonstante TE zusam-
mengefasste Zeitkonstanten besitzt. Bei einem Zwei-Elektroden Voltage-Clamp System sind in TE die
Zeitkonstanten der Stell- und Messeinrichtung einschließlich der Elektroden zusammengefasst. Dabei
gilt:
TS >> TE (70)
Die Übertragungsfunktion der Strecke FS(jω) und des Reglers FR(jω) lauten mit s = jω:
FS(s) =
Ks
(1 + sTS)(1 + sTE)
FR(s) =
KR(1 + sTN )
sTN
(71)
Die Führungsübertragungsfunktion FW (s) berechnet sich aus der Übertragungsfunktion FO(s) der
offenen Kette wie folgt:
FW (s) =
FO(s)
1 + FO(s)
FO(s) = FS(s) · FR(s) (72)
Die dominante Streckenzeitkonstante TS wird durch die Nachstellzeit TN des PI-Reglers kompensiert:
TN = TS (73)
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Mit Gleichung 73 ergibt sich für den Betrag der Führungsübertragungsfunktion FW (s):
|FW (s)| =
√
K2RK
2
S
K2RK
2
S + ω2(T 2N − 2TETNKRKS) + T 2ET 2Nω4
(74)
Um die Forderung |FW (jω)| ≈ 1 zu erfüllen, muss gelten:
ω2(T 2N − 2TETNKRKS) = 0
T 2N − 2TETNKRKS = 0 (75)
Aus Gleichung 75 folgt für die optimierte Reglerverstärkung KR:
KR =
TS
2TEKS
(76)
Um die Reglerverstärkung KR und die Nachstellzeit TN berechnen zu können, werden die folgenden
Größen in einer Messung ermittelt:
• KS : Verstärkungsfaktor der Regelstrecke
• TS : dominante Zeitkonstante der Regelstrecke
• TE : Summenzeitkonstante der Mess- und Stelleinrichtung
Im Abschnitt 6.3.2 wurde ein sinusförmiges Testsignal mit zeitabhängiger Frequenz (chirp) verwendet,
um den Frequenzgang des Anti-Aliasing-Filters zu bestimmen. Zur Messung o.g. Größen wird dieses
Verfahren ebenfalls eingesetzt, indem ein chirp als Strom-Sollwert auf den geschlossenen Regelkreis in
Abbildung 73 gegeben wird.
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Abbildung 73: Messung der Zeitkonstanten TE und TS sowie des Verstärkungsfaktors KS der Regel-
strecke
Die Ausgangsspannung des Reglers UR und die der Spannungsmesseinrichtung Um werden digitali-
siert. Aus den Abtastwerten wird der Frequenzgang der Streckenübertragungsfunktion FS(s) berech-
net und daraus die gesuchten Parameter KS , TS und TE extrahiert. Als Regelstrecke dient das aus
Abschnitt 4.1.2 bekannte Streckenmodell (vgl. Abbildung 18). Die für das Streckenmodell gewählten
Parameter sind in Tabelle 12 angegeben.
Parameter Rpel Rcel Rm Cm Rs Rref Rbath
Wert 680 kΩ 680 kΩ 100 kΩ 10 nF 0 1 kΩ 1 kΩ
Tabelle 12: Parameter des Regelstreckenmodells aus Abbildung 73
Mit diesen Modellparametern ist eine Kontrolle der Messergebnisse leicht möglich. Bei geschlosse-
nem Schalter S muss sich für die dominante Zeitkonstante der Reihenschaltung von Stromelektrode,
Modellzelle und Spannungselektrode die Streckenzeitkonstante
TS = RmCm ≈ 1 ms (77)
ergeben. Der zu erwartete Verstärkungsfaktor der Regelstrecke KS berechnet sich aus dem Verstär-
kungsfaktor der Stromelektrode (≈ 13,3) und dem Spannungsteilerfaktor der Widerstände Rsh, Rcel,
Rm und Rbath:
KS =
13, 3 ·Rm
Rsh +Rcel +Rm +Rbath
= 1, 59 (78)
Der Regelkreis ist in der current clamp Konfiguration, d.h. der Strom Im wird in den Widerstand
Rm eingeprägt und ruft eine Spannung Um hervor, die von der Messeinrichtung gemessen wird. Der
Sollwert des Stromes Im wird von einem D/A-Umsetzer erzeugt und hat den in Abbildung 62 gezeigten
Verlauf (chirp). Die Amplitude des Stroms um den Mittelwert 0 A beträgt 1 µA, der untersuchte
Frequenzbereich erstreckt sich von 1 Hz bis 30 kHz.
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Zur Messung der Zeitkonstante TE , wird der Schalter S geöffnet. Dann gilt: TS = 0 womit TE zur do-
minanten Zeitkonstante wird. Die Reglerparameter wurden, um die Schwingneigung des Regelkreises
zu minimieren, so unkritisch wie möglich eingestellt. Die Reglerverstärkung hat den kleinstmöglichen
Wert KR = 1, die Nachstellzeit den größtmöglichen Wert TN = 10 ms. Aus den Abtastwerten der
A/D-Umsetzer für die Spannungen UR(t) und Um(t) sowie dem Strom Im werden die Übertragungs-
funktionen
Z1(s) =
UR(s)
Im(s)
(79)
Z2(s) =
Um(s)
Im(s)
(80)
berechnet. Durch Division der Übertragungsfunktionen aus den Gleichungen (79) und (80) ergibt sich
die Streckenübertragungsfunktion.
FS(s) =
Um(s)
UR(s)
(81)
In Abbildung 74 ist das Bode-Diagramm der Streckenübertragungsfunktion bei geöffnetem und ge-
schlossenem Schalter S dargestellt. Bei geschlossenem Schalter S ergeben sich die mit Regelstrecke,
bei geöffnetem Schalter S die mit Stell- und Messeinrichtung bezeichneten Kurven.
Abbildung 74: Bode-Diagramme von Strecke, Stell- und Messeinrichtung
Die aus Abbildung 74 ermittelten Werte für die Zeitkonstanten TE und TS sowie der Verstärkungs-
faktor KS der Regelstrecke betragen:
TE = 19, 7µs TS = 923, 9µs KS = 1, 59 (82)
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Zur Überprüfung der gemessenen Zeitkonstanten TE und TS wurde der Regelkreis aufgetrennt und
auf den Reglereingang eine Sprungfunktion gegeben. Eine Kurvenanpassung der Sprungantwort (Um)
bei offenem und geschlossenem Schalter S mit einer einfach exponentiellen Zeitfunktion bestätigte die
Messergebnisse aus Gleichung 82.
Mit den Gleichungen 73 und 76 lauten die optimierten Reglerparameter für die Modellregelstrecke aus
Abbildung 73
TN = 923, 9µs (83)
KR =
923, 9 µs
2 · 19, 7 µs · 1, 59 = 14, 72 (84)
Die Sprungantwort des betragsoptimierten Regelkreises wurde in einer voltage clamp Messung an der
Modellregelstrecke aufgezeichnet (siehe Abbildung 75).
Abbildung 75: Sprungantwort (voltage clamp) des betragsoptimierten Regelkreises mit der Modellzelle
aus Abbildung 73
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Tabelle 13 vergleicht die theoretischen Werte der An- und Ausregelzeit sowie der Überschwingweite
eines betragsoptimierten Regelkreises mit den aus Abbildung 75 ermittelten Werten. Dabei gilt: TE =
19, 7µs.
theor. Wert [LW05] Modellzelle
Anregelzeit tanr 4, 7 · TE = 92, 59µs 113 µs
Ausregelzeit tausr 8, 4 · TE = 165, 48µs 185 µs
Überschwingweite ü 4, 3% 4, 67%
Tabelle 13: Vergleich der theoretischen und gemessenen Kennwerte des betragsoptimierten Regelkreises
Abbildung 76 zeigt das gemessene Bode-Diagramm der Führungsübertragungsfunktion des betrags-
optimierten Regelkreises.
Abbildung 76: Bode-Diagramm der Führungsübertragungsfunktion des betragsoptimierten Regelkrei-
ses aus Abbildung 73 (Messung)
Die spannungsgesteuerten Ionenkanäle in der Zellmembran einer Xenopus laevis Oozyte verursachen
eine von der Membranspannung abhängige, nichtlineare und zeitvariante Änderung des Membranwi-
derstandesRm und folglich der Zeitkonstante TS . Aus diesem Grund müssen Amplitude und Mittelwert
des chirp-Signals zur Messung der Streckenübertragungsfunktion FS(s) so bemessen werden, dass eine
Aktivierung der spannungsgesteuerten Ionenkanäle und damit eine Veränderung der Streckenparame-
ter während der Messung vermieden wird.
8 ERGEBNISSE 100
8 Ergebnisse
In einer Reihe von Vorversuchen mit dem Ziel, die Genauigkeit der voltage und current clamp Regelung
zu charakterisieren, wurde eine passive Modellzelle mit bekannten Parametern eingesetzt. Aus den
Messwerten dieser Vorversuche wurden die Parameterwerte der Modellzelle berechnet und mit den
nominellen Werten verglichen.
8.1 Modellzelle
Bevor Messungen an Oozyten stattfanden, wurde die Mess- und Regelgenauigkeit des Verstärkers
an der in Abbildung 77 dargestellten Modellzelle (vgl. Abschnitt 4.1.2) bestimmt. Zu diesem Zweck
wurden die nachfolgend beschriebenen voltage und current clamp Versuchsreihen durchgeführt. Der
Ausgang der Strom- bzw. Kompensationselektrode wurde an den Widerstand Rcel/comp angeschlossen,
die Spannungsmesseinrichtung an den Widerständen Rpel und Rref .
Abbildung 77: Modellzelle zur Bestimmung der Genauigkeit des TEVC- und des Kompensations-
Regelkreises. Verwendung von Rcel bzw. Rcomp für den TEVC- bzw. Kompensationsregelkreis
Parameter Rpel Rcel Rcomp Rm Cm Rs Rref Rbath
Wert 680 kΩ 680 kΩ 100 kΩ 10 kΩ 0 0 1 kΩ 1 kΩ
Tabelle 14: Parameter der Modellzelle aus Abbildung 77
Aus den gewonnenen Messergebnissen wurde der Widerstand R′m der Modellzelle bestimmt und an-
schließend mit dem nominellen Wert des Widerstands Rm verglichen. Die Abweichung entspricht der
Genauigkeit des TEVC- bzw. Kompensationsregelkreises.
Als Ursache einer Ungenauigkeit beider Regelkreise wurde die Ungenauigkeit des PI-Reglers einschließ-
lich Soll-Istwert-Vergleiche und Stelleinrichtung, sowie Fehler der Messeinrichtungen für Strom und
Spannung getrennt voneinander untersucht. Beträgt zum Beispiel die Genauigkeit der Messeinrichtung
95 %, wird bei einer Reglergenauigkeit von 100 % die Regelgröße 5 % über dem Sollwert liegen. Eine
Reglergenauigkeit von 95 % gleicht den Fehler der Messeinrichtung wieder aus, da der Regler nur 95 %
des Sollwertes einregelt. Die Genauigkeit des Regelkreises ergibt sich folglich aus dem Verhältnis der
Genauigkeit des Reglers zur Genauigkeit der Messeinrichtung.
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8.1.1 Genauigkeit des TEVC-Reglers
Zur Bestimmung der Reglergenauigkeit wurde untersucht, wie groß die im stationären Zustand blei-
bende Differenz zwischen dem Sollwert und dem von der Messeinrichtung gemessenen Istwert der
Regelgröße ist. Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Abbildung 78 dargestellt. Der Regler wurde auf
PI-Betrieb mit einer Reglerverstärkung von KR = 0, 9987 und einer Nachstellzeit von TN = 156, 3 µs
eingestellt. Diese Parameterwerte wurden empirisch ermittelt, mit dem Ziel, den stationären Zustand
innerhalb einer Millisekunde ohne Überschwingen zu erreichen. Bei jedem Durchlauf wurde die Ge-
nauigkeit des Reglers αTE in Prozent nach Gleichung 85 berechnet.
αTE = 100 · IstwertSollwert (85)
Soll- und Istwert wurden jeweils durch Mittelwertbildung aus den aufgenommenen Daten (vgl. Ab-
bildung 78 A) im Zeitraum t = {13 ms ... 17 ms} berechnet. Die über alle Durchläufe gemittelte
Reglergenauigkeit betrug:
αTE = 100, 044 % (86)
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Abbildung 78: Versuchsreihe zur Bestimmung der Reglergenauigkeit αTE . A Sollwert (50 mV Erhö-
hung der Amplitude bei jedem Durchlauf), B prozentuale Übereinstimmung des gemessenen Istwertes
mit dem vorgegebenen Sollwert
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8.1.2 Genauigkeit des TEVC-Regelkreises
Zur Bestimmung der Genauigkeit des TEVC-Regelkreises im voltage clamp Betrieb wurde die in
Abbildung 77 dargestellte Modellzelle mit den Parameterwerten aus Tabelle 14 verwendet. In einer
Versuchsreihe wurde in jedem Durchlauf ein rechteckförmiger Spannungspuls über dem Widerstand
Rm eingeprägt, dessen Amplitude schrittweise von -200 mV in 10 mV-Schritten auf 200 mV erhöht
wurde. Die dabei aufgezeichneten Zeitverläufe von Spannung und Strom sind in Abbildung 79A undB
dargestellt.
Die in Abbildung 79 A und B gezeigten Kurven sind offset- und amplitudenkorrigiert, d.h. die Ver-
fälschung des Messwertes durch die Messeinrichtung wurde während der Kalibrierung des Verstärkers
ermittelt und ist bereits berücksichtigt (vgl. Kapitel 6). Das gilt nicht für die dem Regler zugeführte
Spannung Um. Diese ist lediglich offset-korrigiert, was zusammen mit der Ungenauigkeit des Reglers
zur weiter oben beschriebenen Abweichung der Regelgröße von ihrem Sollwert führt.
Die korrekt gemessene aber vom Sollwert abweichende Spannung Um ist in Abbildung 79 C über
dem korrekt gemessenen Strom Im aufgetragen. Zusätzlich enthält der Graph die Strom-Spannungs-
Kennlinie eines idealen 10 kΩ Widerstandes (Strichlinie). Die Abweichung der gemessenen von der
idealen Kennlinie ist in Abbildung 79 D über dem Strom Im aufgetragen.
Zur Bestimmung der Genauigkeit des Regelkreises wurde mit Hilfe einer Kurvenanpassung die Stei-
gung der Strom-Spannungs-Kennlinie in Abbildung 79 C berechnet.
Um = R
′
m · Im + Um0 = 9, 855 kΩ · Im + 45, 487µV (87)
Die Steigung R′mentspricht dem vom Verstärker gemessenen Wert des Widerstands Rm. Dividiert
durch 10 kΩ ergibt sich die Genauigkeit des TEVC-Regelkreises im voltage clamp Betrieb:
αTEV C = 100 · R
′
m
Rm
= 100 · 9, 855 kΩ10 kΩ = 98, 55 % (88)
8 ERGEBNISSE 104
Abbildung 79: Strom-Spannungskurven im voltage clamp Betrieb an der Modellzelle aus Abbildung 77
mit den Parametern aus Tabelle 14. A Spannung, B Strom, C Strom-Spannungs-Kennlinie: 10 kΩ
berechnet (Strichlinie) und gemessen, D Differenz zwischen berechneter und gemessener Strom-
Spannungs-Kennlinie
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Zur Bestimmung der Genauigkeit des TEVC-Regelkreises im current clamp Betrieb wurde die in
Abbildung 77 dargestellte Modellzelle mit den Parameterwerten aus Tabelle 14 verwendet. In einer
Versuchsreihe wurde ein rechteckförmiger Strompuls in den Widerstand Rm eingeprägt, dessen Am-
plitude bei jedem Durchlauf von -20 µA in 1 µA-Schritten auf 20 µA erhöht wird. Der Verlauf des
Strom- und Spannungssignals dieser Versuchsreihe ist in Abbildung 80 A und B dargestellt. Die dort
abgebildeten Werte sind bereits offset- und amplitudenkorrigiert, d.h. die Verfälschung des gemesse-
nen Wertes durch die Messeinrichtung wurde während der Kalibrierung des Verstärkers ermittelt und
berücksichtigt (vgl. Kapitel 6).
Der dem Regler zugeführte Wert der Strommesseinrichtung ist dagegen nicht amplitudenkorrigiert,
was zusammen mit der Ungenauigkeit des Reglers zu einer vom Sollwert abweichenden Regelgröße
führt.
Die korrekt gemessene Spannung Um ist in Abbildung 80 C über dem korrekt gemessenen aber vom
Sollwert abweichenden Strom Im aufgetragen. Zusätzlich enthält der Graph die Strom-Spannungs-
Kennlinie eines idealen 10 kΩ Widerstandes (Strichlinie). Die Abweichung der gemessenen von der
idealen Kennlinie ist in Abbildung 80 D aufgetragen.
Zur Bestimmung der Genauigkeit des Regelkreises wurde mit Hilfe einer Kurvenanpassung die Stei-
gung der Strom-Spannungs-Kennlinie in Abbildung 80 C berechnet.
Um = R
′
m · Im + Um0 = 9, 854 kΩ · Im + 50, 135 µV (89)
Die Steigung R′m entspricht dem vom Verstärker gemessenen Wert des Widerstandes Rm. Dividiert
durch 10 kΩ ergibt sich die Genauigkeit des TEVC-Regelkreises im current clamp Betrieb.
αTECC = 100 · R
′
m
Rm
= 100 · 9, 854 kΩ10 kΩ = 98, 54 % (90)
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Abbildung 80: Strom-Spannungskurven im current clamp Betrieb an der Modellzelle aus Abbil-
dung 77 mit den Parametern aus Tabelle 14. A Strom, B Spannung, C Strom-Spannungs-Kennlinie:
10 kΩ berechnet (Strichlinie) und gemessen, D Differenz zwischen berechneter und gemessener Strom-
Spannungs-Kennlinie
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8.1.3 Genauigkeit des Kompensationsstromreglers
Zur Bestimmung der Genauigkeit des Kompensationsstromreglers wurde für eine Reihe vorgegebe-
ner Sollwertsprungfunktionen untersucht, wie groß die im stationären Zustand bleibende Differenz
zwischen dem Sollwert und dem von der Messeinrichtung gemessenen Istwert der Regelgröße ist.
Das Ergebnis dieses Versuches ist in Abbildung 81 dargestellt. Der Kompensationsstromregler wurde
im PI-Betrieb mit einer Reglerverstärkung KR = 1.0 und einer Nachstellzeit von TN = 352 µs in
jedem Durchlauf mit einem rechtecktförmigen Sollwertpuls von 10 ms Dauer beaufschlagt. Die Para-
meterwerte wurden empirisch ermittelt, mit dem Ziel, den stationären Zustand innerhalb von fünf
Millisekunden ohne Überschwingen zu erreichen. Die Amplitude des Sollwertpulses wurde in jedem
Durchlauf von 120 mV in 120 mV-Schritten auf 2,4 V erhöht. Das entspricht einem Kompensations-
strom von 12 µA bis 240 µA. Sowohl das Sollwertsignal als auch das von der Messeinrichtung gelieferte
Istwertsignal wurden aufgezeichnet und für jeden Durchlauf die Genauigkeit des Reglers αCOMP in
Prozent nach Gleichung 91 berechnet.
αCOMP = 100 · IstwertSollwert (91)
Soll- und Istwert wurden bei jedem Durchlauf durch Mittelwertbildung aus den aufgenommenen Daten
zwischen den Zeitpunkten t = 15 ms ... 19 ms berechnet. Der zeitliche Verlauf des Sollwertsignals und
die für jeden Durchlauf berechnete relative Reglergenauigkeit αCOMP sind in Abbildung 81 dargestellt.
Die über alle Durchläufe gemittelte Reglergenauigkeit betrug:
αCOMP = 100, 083 % (92)
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Abbildung 81: Versuchsreihe zur Bestimmung der Reglergenauigkeit αcomp. A Sollwert (120 mV Erhö-
hung der Amplitude bei jedem Durchlauf), B prozentuale Übereinstimmung des gemessenen Istwertes
mit dem vorgegebenen Sollwert
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8.1.4 Genauigkeit des Kompensationsstromregelkreises
Zur Bestimmung der Genauigkeit des Regelkreises für den Kompensationsstrom wurde die in Abbil-
dung 77 gezeigte Modellzelle mit den Werten aus Tabelle 14 verwendet. In einer Versuchsreihe mit
mehreren Durchläufen wurde ein rechteckförmiger Strompuls in den Widerstand Rm eingeprägt, des-
sen Amplitude schrittweise von -25 µA in 1,25 µA Schritten auf +25 µA erhöht wurde. Die dabei
aufgezeichneten Zeitverläufe von Strom und Spannung sind in Abbildung 82 A und B dargestellt.
Diese Strom- und Spannungsverläufe sind offset- und amplitudenkorrigiert. Eine Verfälschung des
gemessenen Signals durch die Messeinrichtung wurde während der Kalibrierung des Verstärkers er-
mittelt und ist bereits berücksichtigt (vgl. Kapitel 6). Dies gilt nicht für das dem Regler zugeführte
Signal der Strommesseinrichtung, das nur offset- aber nicht amplitudenkorrigiert ist. Zusammen mit
der Ungenauigkeit des Reglers führt dies zu einer vom Sollwert abweichenden Regelgröße des Kom-
pensationsstromes.
Die korrekt gemessene Spannung Um aus Abbildung 82 B ist in Abbildung 82 C über dem korrekt
gemessenen, aber vom Sollwert abweichenden Strom Im aus Abbildung 82 A aufgetragen. Zusätzlich
enthält Diagramm C die Strom-Spannungs-Kennlinie eines idealen 10 kΩ Widerstands (Strichlinie).
Die Abweichung der gemessenen von der idealen Kennlinie ist in Abbildung 82 D aufgetragen.
Zur Bestimmung der Genauigkeit des Regelkreises wurde mit Hilfe einer Kurvenanpassung die Stei-
gung der Strom-Spannungs-Kennlinie in Abbildung 82 C berechnet:
Um = R
′
m · Im + Um0 = 10, 166 kΩ · Im + 86, 019 µV (93)
Die Steigung R′m entspricht dem vom Verstärker gemessenen Wert des Widerstandes Rm. Dividiert
durch 10 kΩ ergibt sich daraus die Genauigkeit des Kompensationsstromregelkreises αCOMPCC .
αCOMPCC = 100 · R
′
m
Rm
= 100 · 10, 166 kΩ10 kΩ = 101, 66 % (94)
8 ERGEBNISSE 110
Abbildung 82: Strom-Spannungskurven im current clamp Betrieb an der Modellzelle aus Abbildung 77
mit den Parametern aus Tabelle 14. A Kompensationsstrom, B Spannung, C Strom-Spannungs-
Kennlinie: 10 kΩ berechnet (Strichlinie) und gemessen, D Differenz zwischen berechneter und gemes-
sener Strom-Spannungs-Kennlinie
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Aus den bisherigen Ergebnissen kann die Genauigkeit der Messeinrichtungen αUm (Membranspan-
nungsmessung), αIm (Membranstrommessung) und αIcomp (Kompensationsstrommessung) wie folgt
berechnet werden:
αUm =
αTE
αTEV C
(95)
αIm =
αTE
αTECC
(96)
αIcomp =
αCOMP
αCOMPCC
(97)
Alle an der passiven Modellzelle gewonnenen Ergebnisse sind in Tabelle 15 zusammengefasst. Die
berechneten Werte für die Genauigkeit der Messeinrichtungen stimmen gut mit den während der
Kalibrierung des Verstärkers ermittelten Korrekturwerten überein.
Parameter Wert Beschreibung
αTE 100,044 % Reglergenauigkeit TEVC
αCOMP 100,083 % Reglergenauigkeit Kompensationsstrom
αTEV C 98,55 % Regelkreisgenauigkeit TEVC (voltage clamp)
αTECC 98,54 % Regelkreisgenauigkeit TECC (current clamp)
αCOMPCC 101,66 % Regelkreisgenauigkeit Kompensationsstrom
αUm 101,52 % Genauigkeit Messeinrichtung Membranspannung Um
αIm 101,53 % Genauigkeit Messeinrichtung Membranstrom Im
αIcomp 98,45 % Genauigkeit Messeinrichtung Kompensationsstrom Icomp
Tabelle 15: Genauigkeit der Regler und Regelkreise (TEVC, TECC und Kompensationsstrom) sowie
der Messeinrichtungen für Membranspannung Um, Membranstrom Im und Kompensationsstrom Icomp,
ermittelt an der Modellzelle aus Abb. 77 mit den Parametern aus Tabelle 14
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8.2 Oozyten des Xenopus laevis
Im Anschluss an die Vorversuche mit der Modellzelle wurden mit dem Verstärker einige für die Elek-
trophysiologie typische voltage clamp Messungen an Xenopus laevis Oozyten durchgeführt. In den
dafür verwendeten Oozyten waren sowohl spannungsgesteuerte Kalium- als auch Natriumionenkanäle
exprimiert. Alle in diesem Kapitel gezeigten Messungen wurden in Zusammenarbeit mit dem Lehr-
stuhl für Biophysik an der Friedrich-Schiller-Universität Jena unter der Leitung von Prof. Dr. Stefan
H. Heinemann durchgeführt.
8.2.1 Kaliumionenkanal
Abbildung 84 zeigt Membranstrom- und Spannungsverläufe eines voltage clamp Experiments an einer
Oozyte mit exprimierten hEAG1 Ionenkanälen. Die Membranspannung wurde ausgehend von -70 mV
schrittweise auf 40 mV erhöht. Tabelle 16 zeigt die während des Experimentes eingestellten Verstär-
kerparameter.
Verstärkung Strom Im KIm 1,084 Grenzfrequenz Strom Im fcIm 1 kHz
τ Sollwert τsoll 200 µs Uoffset Potenzialelektrode Uopel -65,00 mV
R Potenzialelektrode Rpel 404,7 kΩ Uoffset Stromelektrode Uocel -58,03 mV
R Stromelektrode Rcel 389,7 kΩ Reglertyp PI
Reglerverstärkung KR 251,7 Nachstellzeit TN 39,06 µs
Tabelle 16: Verstärkerparameter des voltage clamp Experiments in Abbildung 84
Abbildung 83 zeigt die Strom-Spannungs-Kennlinie eines spannungsgesteuerten hEAG1-Ionenkanals.
Die Mittelwerte von Strom und Spannung wurden bei jedem Durchlauf zwischen den Zeitpunkten
200 ms und 250 ms (vgl. Abbildung 84) berechnet.
Abbildung 83: Strom-Spannungs-Kennlinie des hEAG1-Ionenkanals (vgl. Abbildung 84)
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Abbildung 84: Spannungs- und Stromverlauf (A und B) eines voltage clamp Experimentes zur Be-
stimmung der IU-Kennlinie eines hEAG1 Ionenkanals
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Abbildung 86 zeigt Membranstrom- und Spannungsverläufe eines voltage clamp Experiments an einer
Oozyte mit exprimierten hEAG1 Ionenkanälen. Die Membranspannung wurde ausgehend von -70 mV
schrittweise auf 40 mV erhöht. Tabelle 17 zeigt die während des Experimentes eingestellten Verstär-
kerparameter.
Verstärkung Strom Im KIm 1,084 Grenzfrequenz Strom Im fcIm 1 kHz
τ Sollwert τsoll 500 µs Uoffset Potenzialelektrode Uopel -65,25 mV
R Potenzialelektrode Rpel 400,0 kΩ Uoffset Stromelektrode Uocel -61,25 mV
R Stromelektrode Rcel 381,6 kΩ Reglertyp PI
Reglerverstärkung KR 251,7 Nachstellzeit TN 39,06 µs
Tabelle 17: Verstärkerparameter des voltage clamp Experimentes in Abbildung 86
Abbildung 85 zeigt die Strom-Spannungs-Kennlinie eines spannungsgesteuerten hEAG1-Ionenkanals.
Die Mittelwerte von Strom und Spannung wurden bei jedem Durchlauf zwischen den Zeitpunkten
200 ms und 250 ms (vgl. Abbildung 86) berechnet.
Abbildung 85: Strom-Spannungs-Kennlinie des hEAG1-Ionenkanals (vgl. Abbildung 86)
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Abbildung 86: Spannungs- und Stromverlauf (A und B) eines voltage clamp Experimentes zur Be-
stimmung der IU-Kennlinie eines hEAG1 Ionenkanals
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Zum Vergleich der in den Abbildungen 84 und 86 dargestellten Strom- und Spannungskurven zeigen
Abbildungen 87 und 88 das Ergebnis zweier voltage clamp Experimente an Oozyten mit exprimiertem
b-EAG1 Ionenkanal (Wildtyp und Mutation L322H) [SHT+99] sowie mit exprimiertem hEAG1 und
hEAG2 Ionenkanal [SGLH02].
Abbildung 87: Spannungs- und Stromverlauf eines voltage clamp Experimentes an Oozyten mit expri-
miertem b-EAG1 Ionenkanal (Mitte: Wildtyp) und Mutation L322H (unten) [SHT+99]
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Abbildung 88: Spannungs- und Stromverlauf eines voltage clamp Experimentes an Oozyten mit expri-
miertem hEAG1 (Mitte) bzw. hEAG2 Ionenkanal (unten) [SGLH02]
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Abbildung 89 zeigt Spannungs- und Stromverlauf eines voltage clamp Experimentes zur Messung der
der Abhängigkeit der Aktivierungskinetik des Ionenkanals von demMembranpotenzial vor der Aktivie-
rung (Cole-Moore-Effect). In mehreren Durchläufen wird ausgehend von sowohl hyperpolarisierenden
als auch depolarisierenden Membranpotenzialen im Zeitraum t = 0 ms ... 50 ms die Zellmembran auf
einen Wert von + 25 mV depolarisiert und anschließend auf 100 mV repolarisiert. Gleichzeitig wird
der zeitliche Verlauf des Membranstromes aufgezeichnet und daraus die Zeitkonstante des Stromes
während der Aktivierung des Ionenkanals im Zeitraum t = 50 ms ... 100 ms bestimmt.
Die bei diesem Experiment eingestellten Verstärkerparameter sind Tabelle 18 zusammengefasst.
Verstärkung Strom Im KIm 2,158 Grenzfrequenz Strom Im fcIm 1 kHz
τ Sollwert τsoll 500 µs Uoffset Potenzialelektrode Uopel -65,00 mV
R Potenzialelektrode Rpel 404,7 kΩ Uoffset Stromelektrode Uocel -58,03 mV
R Stromelektrode Rcel 389,7 kΩ Reglertyp PI
Reglerverstärkung KR 251,7 Nachstellzeit TN 39,06 µs
Tabelle 18: Verstärkerparameter des voltage clamp Experimentes in Abbildung 89
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Abbildung 89: Spannungs- und Stromverlauf (A undB) eines voltage clamp Experimentes zur Messung
des Cole-Moore-Effektes an einer Oozyte mit exprimiertem hEAG1 Ionenkanal
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8.2.2 Natriumionenkanal
Die Abbildungen 91 bis 94 zeigen Membranstrom- und Spannungsverläufe verschiedener voltage clamp
Messungen an Oozyten mit exprimierten Nav1.4 Ionenkanälen. In den Tabellen 19 bis 21 sind die in
den jeweiligen Experimenten verwendeten Verstärkerparameter angegeben.
Verstärkung Strom Im KIm 1,084 Grenzfrequenz Strom Im fcIm 10 kHz
τ Sollwert τsoll 100 µs Uoffset Potenzialelektrode Uopel -65,25 mV
R Potenzialelektrode Rpel 472,1 kΩ Uoffset Stromelektrode Uocel -63,73 mV
R Stromelektrode Rcel 411,5 kΩ Reglertyp PI
Reglerverstärkung KR 251,7 Nachstellzeit TN 39,06 µs
Tabelle 19: Verstärkerparameter des voltage clamp Experimentes in Abbildung 91
Verstärkung Strom Im KIm 1,084 Grenzfrequenz Strom Im fcIm 10 kHz
τ Sollwert τsoll 70 µs Uoffset Potenzialelektrode Uopel -65,25 mV
R Potenzialelektrode Rpel 409,9 kΩ Uoffset Stromelektrode Uocel -63,73 mV
R Stromelektrode Rcel 407,2 kΩ Reglertyp PI
Reglerverstärkung KR 251,7 Nachstellzeit TN 39,06 µs
Tabelle 20: Verstärkerparameter des voltage clamp Experimentes in Abbildung 92 und 93
Verstärkung Strom Im KIm 2,158 Grenzfrequenz Strom Im fcIm 5 kHz
τ Sollwert τsoll 100 µs Uoffset Potenzialelektrode Uopel -64,25 mV
R Potenzialelektrode Rpel 398,7 kΩ Uoffset Stromelektrode Uocel -63,24 mV
R Stromelektrode Rcel 382,5 kΩ Reglertyp PI
Reglerverstärkung KR 251,7 Nachstellzeit TN 39,06 µs
Tabelle 21: Verstärkerparameter des voltage clamp Experimentes in Abbildung 94
Die Abbildungen 91 und 92 zeigen die Strom- und Spannungsverläufe eines voltage clamp Experimen-
tes an zwei Oozyten mit exprimierten Nav1.4 Ionenkanälen. Die Membranspannung wurde ausgehend
von -70 mV schrittweise auf 70 mV erhöht. Bemerkenswert an dem Nav1.4 Ionenkanal ist, dass er
innerhalb von einer Millisekunde aktiviert und wieder inaktiviert werden kann. Die Zeitkonstanten
des Aktivierungs- bzw. Inaktivierungsvorganges sind umso geringer, je stärker die Zellmembran de-
polarisiert wird. Abbildung 90 zeigt schematisch den Aktivierungs- bzw. Inaktivierungsvorgang eines
Natrium-Ionenkanals [Geo05].
8 ERGEBNISSE 121
Abbildung 90: A Schematische Darstellung des Aktivierungs- bzw. Inaktivierungsvorgangs eines span-
nungsgesteuerten Natrium-Ionenkanals. B Spannungs- und Stromverlauf eines voltage clamp Experi-
ments nach Depolarisierung der Membran. Die nach unten gerichtete Auslenkung des Membranstroms
INa (untere Kurve) entspricht zelleinwärts gerichteten Ionenströmen [Geo05]
In den Abbildungen 91 und 92 ist zu sehen, dass bei Membranspannungen ≥ 40 mV zellauswärtsge-
richtete Membranströme, unterhalb von ca. 40 mV nur einwärtsgerichtete Ströme gemessen wurden.
Die schnelle Kinetik dieses Ionenkanals und die Umkehr der Stromflussrichtung erfordern eine hohe
Bandbreite der Regelung um die Membranspannung schnell und genau auf den gewünschten Wert zu
regeln.
Abbildung 93 A zeigt einen Ausschnitt aus dem Stromsignalverlauf bei beginnender Membrande-
polarisierung einer Oozyte mit Nav1.4 Ionenkanälen. Auch hier wird deutlich, dass Aktivierung und
Inaktivierung des Kanals innerhalb einer Millisekunde stattfinden und eine Umkehr der Stromfluss-
richtung ab einer bestimmten Membranspannung erfolgt.
Aus dem in Abbildung 93 A dargestellten Stromsignal wurden die kapazitiven Stromtransienten mit
Hilfe der softwarebasierten P/n-Transientenkompensation (vgl. Abschnitt 5.1) bis auf einen akzep-
tablen Anteil entfernt (vgl. Abbildung 93 A t=10,0 ms ... 10,25 ms). Die vom Signal subtrahierten
Transienten sind in Abbildung 93 B dargestellt. Der Einbruch der obersten Kurve in Abbildung 93 B
ist die Folge einer Eingangsbereichsüberschreitung des Analog-Digital-Umsetzers, der zur Aufzeich-
nung des Transientenkompensationssignals eingesetzt wurde. Diese Störung wirkt sich folglich unmit-
telbar auf das korrigierte Stromsignal in Abbildung 93 A aus.
Abbildung 94 zeigt den Spannungs- und Stromverlauf eines voltage clamp Experimentes zur Bestim-
mung der Spannungsabhängigkeit der Inaktivierung von Natriumkanälen (h-infinity). In mehreren
Durchläufen wird abhängig vom Membranpotenzial im Zeitraum t = 20 ms ... 40 ms die Zeitkonstante
des exponentiell abnehmenden Stromes in Abbildung 94 B im Zeitraum t = 40 ms . . . 50 ms bestimmt.
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Abbildung 91: Spannungs- und Stromverlauf (A und B) eines voltage clamp Experimentes an einer
Oozyte mit exprimiertem Nav1.4 Ionenkanal
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Abbildung 92: Spannungs- und Stromverlauf (A und B) eines voltage clamp Experimentes an einer
Oozyte mit exprimiertem Nav1.4 Ionenkanal
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Abbildung 93: Transientenkompensierter Stromverlauf A und kapazitive Transienten B eines voltage
clamp Experimentes an einer Oozyte mit exprimiertem Nav1.4 Ionenkanal
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Abbildung 94: Spannungs- und Stromverlauf (A und B) eines voltage clamp Experimentes (h-infinity)
an einer Oozyte mit exprimiertem Nav1.4 Ionenkanal
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Zum Vergleich der in den Abbildungen 91 und 92 dargestellten Strom- und Spannungskurven zeigt
Abbildung 95 das Ergebnis eines voltage clamp Experimentes an Oozyten mit exprimierten Nav1.6
Ionenkanälen [TS11]
Abbildung 95: Spannungs- und Stromverlauf eines voltage clamp Experimentes an Oozyten mit ex-
primierten Nav1.6, Nav1.6 + β1, Nav1.6 + β2 und Nav1.6 + β1 + β2 Ionenkanälen sowie Nav1.6
Ionenkanälen nach Gabe von 3 nM TTX [TS11]
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8.2.3 Kompensationselektrode
Aufgrund der Tatsache, dass das Zytosol der Zelle einen spezifischen Widerstand besitzt (vgl. Ab-
schnitte 2.5 und 4.1.2), verursacht ein in die Oozyte injizierter Strom einen Spannungsabfall sowohl
über der Zellmembran, als auch über dem Zytosol. Für einen homogenen Spannungsabfall über der
Zellmembran, muss sich als Folge davon die Spitze der Stromelektrode genau im Zentrum der Oo-
zyte befinden. Abweichungen von dieser idealen Konfiguration können Differenzen vom gewünschten
Membranpotenzial von 50 mV und mehr verursachen. Abbildung 96 zeigt schematisch die Versuchs-
anordnung zum Nachweis des Membranspannungsfehlers bei nicht idealer Elektrodenkonfiguration
[Lin].
Abbildung 96: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung mit Oozyte, Spannungs- und Strom-
elektrode sowie zusätzlicher Elektrode zur Messung der Spannung. Die mit einem + markierten Stellen
zeigen die Orte weiterer Spannungsmessungen
Zusätzlich zur Strom- und Spannungselektrode (I-cel und V-pel) wird eine weitere Elektrode zur
Spannungsmessung eingesetzt (Vm). Diese wird an verschiedenen Orten (+) definiert durch den Winkel
relativ zur Stromelektrode positioniert. Abbildung 97 zeigt das Ergebnis einer voltage clamp Messung
mit der Versuchsanordnung gemäß Abbildung 96.
Bei dem Versuch in Abbildung 97 wurde ein Spannungssprung von 100 mV appliziert, der kapazitive
Ladeströme von mehreren 10 µA hervorrief. Bei einer Einstichtiefe von 100 µm ist die Inhomoge-
nität der Membranspannung deutlich zu sehen. Je näher die zusätzliche Spannungselektrode an der
Stromelektrode positioniert wurde, umso größer ist die Abweichung der Membranspannung von ihrem
Sollwert.
Anhand der Ergebnisse des Versuchs aus Abbildung 96 kann eine grobe Abschätzung des Serienwi-
derstandes Rs (vgl. Abschnitt 4.1.2) erfolgen. Die maximale Abweichung der Spannung vom Sollwert
∆Vm = Vm − Vpel (98)
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Abbildung 97: Messung der Spannung Vpel und Vm an verschiedenen Orten der Zellmembran. A Vpel
(schwarz) und Vm (farbig) an den angegebenen Winkeln bezogen auf die Position der Stromelektrode
für einen Spannungssprung von 100 mV. B Differenz zwischen Vm und Vpel an den angegebenen Orten
auf der Zellmembran. Die Einstichtiefe der Strom- und Spannungselektrode betrug ca. 100 µm
wird durch den Spitzenwert des Ladestroms dividiert. Für
∆Vm = 60 mV und Icel = 30 µA
ergibt sich der Serienwiderstand
Rs = 2 kΩ
Abbildung 98 zeigt, wie durch tieferes Einstechen der Stromelektrode bis ins Zentrum der Oozyte, die
Inhomogenität beseitigt werden kann. Hierbei wurde die zusätzliche Elektrode zur Spannungsmessung
unter einem Winkel von 45 ° bezogen auf die Stromelektrode positioniert. Daraus ist ersichtlich, dass
die Differenz zwischen Vpel und Vm minimal wird, wenn sich die Spitze der Stromelektrode im Zentrum
der Oozyte befindet. Ein so tiefes Einstechen der Stromelektrode ist nicht immer möglich, da hierdurch
die Stabilität der Oozyte beeinträchtigt wird und es zu unerwünschten Leckströmen kommen kann.
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Abbildung 98: Differenz der Spannungen Vpel und Vm für einen Spannungssprung von -50 mV auf
50 mV. Die Einstichtiefe der Spannungselektrode betrug ungefähr 100 µm. Die Membranspannung
wurde zusätzlich unter einem Winkel von 45 ° bezogen auf die Stromelektrode gemessen. Die Spit-
zenwerte des Stromes zur Umladung der Membran betrugen etwa 35 µA. A Vpel (schwarz) und Vm
(rot) für die angegebene Einstichtiefe der Stromelektrode. B Differenzen zwischen den Spannungen
Vpel und Vm
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Abbildung 99 zeigt schematisch eine Versuchsanordnung mit extrazellulärer Kompensationselektrode
(Glaselektrode, gefüllt mit 2M KCl, Spitze gefüllt mit 0,5 % Agar, Widerstand Rcomp = 50 kΩ).
Abbildung 99: Versuchsanordnung wie in Abbildung 96 mit zusätzlicher Kompensationselektrode I-
comp. A schematische Darstellung der Elektrodenanordnung, B Foto aufgenommen durch ein Mikro-
skop zeigt die Ansicht von oben auf die Oozyte mit den Elektroden
Abbildung 100 zeigt den Effekt der nahe an der Stromelektrodenspitze platzierten Kompensations-
elektrode. Der Stromverstärkungsfaktor (vgl. Abschnitt 2.7) betrug: ν ≈ 10, die Widerstände der
oberflächlich eingestochenen Strom- und Spannungselektrode Rcel ≈ Rpel ≈ 500 kΩ. In einem voltage
clamp Experiment wurde die Membranspannung von -50 mV auf 50 mV verändert. Eine zusätzliche
Messung der Membranspannung (Vm) erfolgte mit einer Elektrode in einem Winkel von 45 ° relativ
zur Stromelektrode.
Abbildung 100: Voltage clamp Versuch zur Demonstration des Effektes der Kompensationselektrode.
Die schwarzen Kurven zeigen die Zeitverläufe von Membranstrom und -spannung für einen Strom-
verstärkungsfaktor ν = 0 (Comp off). Die roten Kurven zeigen das gleiche Experiment für einen
Stromverstärkungsfaktor ν ≈ 10 (Comp on)
Die Kompensationselektrode kann auch als zusätzliche intrazelluläre Stromelektrode eingesetzt wer-
den, um den effektiven Zugangswiderstand bei der Strominjektion zu halbieren. Bei gleich bleibendem
Ausgangsspannungsbereich der Stromelektroden verdoppelt sich der maximal in die Zelle injizierbare
Strom. Durch geeignete Positionierung der Kompensationselektrode lässt sich ebenfalls die Homoge-
nität der Membranspannungsverteilung verbessern. Abbildung 101 zeigt die Versuchsanordnung, um
die Anwendung der Kompensationselektrode als zusätzliche intrazelluläre Stromelektrode zu testen.
Abbildung 102 zeigt das Ergebnis eines voltage clamp Experiments gemäß der Versuchsanordnung in
Abbildung 101 mit einer spannungsgesteuerte Kaliumkanäle exprimierenden Oozyte. Die Membran-
spannung der Oozyte wurde von -80 mV auf 40 mV depolarisiert und die Ströme der Elektroden I-cel
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Abbildung 101: Elektrodenanordnung bei Verwendung der Kompensationselektrode als intrazelluläre
Stromelektrode A Schematische Darstellung der Elektrodenanordnung B Foto der Elektrodenanord-
nung mit Oozyte aufgenommen von oben durch ein Mikroskop
und I-comp aufgezeichnet. Zusätzlich wurde die Summe dieser Ströme berechnet. Das Experiment
wurde für verschiedene Werte des Stromverstärkungsfaktors ν = 0, 1 und 2 durchgeführt. Die Elek-
trodenwiderstände betrugen: Rcel = 613 kΩ, Rcomp = 398 kΩ. Der Kompensationsstromregler wurde
im PI-Modus mit einer Reglerverstärkung KR = 1 und einer Nachstellzeit von TN = 39 µs betrieben.
Abbildung 102: Voltage clamp Experiment mit einer zusätzlichen intrazellulären Stromelektrode an
spannungsgesteuerten Kaliumionenkanälen. Obere Reihe: Strom der Stromelektrode I-cel (schwarz),
Strom der Kompensationselektrode I-comp (blau), Summe der intrazellulären Ströme (grün). Untere
Reihe: Spannung der Membran, gemessen mit den Elektroden V-pel (schwarz) und Vm (rot)
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8.3 Diskussion
Die Genauigkeit der voltage und current clamp Regelung wurde durch einen Vergleich der aus den
Messungen errechneten Modellzellparametern mit den nominellen Werten ohne Berücksichtigung der
Toleranz bestimmt, und ergab eine sehr gute Übereinstimmung (mittlere Abweichung von 1,5 %
(TEVC) bzw. 1,7 % (Kompensationselektrode), (vgl. Abbildung 79, 80 und 82). Unter Berücksichti-
gung der Toleranz der in der Modellzelle verwendeten Bauelemente von 1 % ergibt sich damit eine
sehr hohe Reglergenauigkeit.
Die Auswertung der Oozyten-Messdaten ergab in allen Fällen eine ausreichend genaue Regelung der
Membranspannung auf den vorgegebenen Sollwert unabhängig von der Höhe des Membranstromes
(≥ 60 µA vgl. Abbildung 84 und 86). Die mit der Regelung erzielte Geschwindigkeit reichte aus, um
eine Messung der unterhalb einer Millisekunde liegenden Inaktivierungszeitkonstanten spannungsge-
steuerter Natriumkanäle zu ermöglichen (vgl. Abbildung 91, 92 und 93). Somit liefert der Verstärker
auch bei hoher Strombelastung und kurzen Aktivierungszeiten des untersuchten Ionenkanals sehr gute
Ergebnisse.
Durch die Messung der Spannung an verschiedenen Orten auf der Membran der Oozyte (vgl. Ab-
bildungen 96 und 97) während eines voltage clamp Experiments konnten die Ergebnisse aus [BIS99],
dass eine exzentrisch positionierte Stromelektrode eine inhomogene Membranspannungsverteilung zur
Folge hat, bestätigt werden. Die grobe Abschätzung des Serienwiderstandes Rs = 2 kΩ liegt inner-
halb des in [PPW+03] gefundenen Wertebereiches. Ein tieferes Einstechen der Stromelektrode in die
Oozyte, um Inhomogenitäten der Membranspannung zu vermeiden, ist nur bedingt praktikabel, da
dieser Vorteil durch eine physische Belastung der Zelle sowie erhöhte Leckströme erkauft wird.
Mit der Kompensationselektrode konnte eine Verringerung des kapazitiven Ladetransienten des Mem-
branstromes Icel bei einem voltage clamp Experiment um etwa einen Faktor 4,2 erreicht werden.
Dadurch verringert sich der Dynamikumfang des Stromsignales, was zu einer besseren Auflösung bei
der Digitalisierung führt. Gleichzeitig trägt der geringere elektrische Stress zu einer höheren Stabilität
und längeren Lebensdauer der Glaselektroden bei. Dies ist deshalb vorteilhaft, da die Herstellung
der Glaselektroden zeitaufwändig ist und die Eigenschaften der Elektrode die Qualität des Experi-
ments entscheidend mitbestimmen. Die Membranspannung ist während der Umladephase mit Kom-
pensationselektrode homogener als ohne, was anhand des geringeren Überschwingens der Spannung
deutlich wird (vgl. Abbildungen 99 und 100). Die Anstiegszeit der Membranspannung wurde durch den
Einsatz der Kompensationselektrode verkürzt. Die Membranspannung erreicht ihren Sollwert somit
schneller.
Die Verwendung der Kompensationselektrode als intrazelluläre Stromelekrode erbrachte neben einer
Halbierung des Zugangswiderstandes ebenfalls eine verbesserte Homogenität der Membranpotenzi-
alverteilung. Der Grund dafür liegt in der besseren räumlichen Verteilung der Punktladungsquellen
(Stromelektroden) im Inneren der Oozyte. Mit einer weiteren intrazellulären Stromelektrode steigt
jedoch auch die physische Belastung der Oozyte und damit die Wahrscheinlichkeit von unerwünschten
Leckströmen.
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9 Zusammenfassung und Ausblick
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuartiger, voll automatisierter Zwei-Elektroden Voltage-Clamp
Verstärker mit einer dritten Elektrode zur Erzeugung eines extrazellulären Kompensationsfeldes für
die elektrophysiologische Untersuchung von Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis entwickelt.
Wesentliche Schwerpunkte der Arbeit waren die Entwicklung der Mikroelektroden zur Injektion von
Strom und zur Ableitung der Spannung, der Entwurf und die Optimierung der Messelektronik sowie
die Entwicklung entsprechender Messprotokolle zur automatischen Kompensation parasitärer Effekte.
Die durch die stark gefaltete Oberfläche der Oozyte und die exzentrische Position der Stromelektrode
verursachte Inhomogenität der Membranspannungsverteilung konnte durch die Integration der dritten
(Kompensations-)Elektrode deutlich verringert werden. Eine Charakterisierung und Weiterentwick-
lung dieser Kompensationsmethode unter realistischen Bedingungen ist aufgrund der von Beginn an
in das Verstärkerkonzept integrierten Kompensationselektrode sowie einer robusten und auf hohe Fle-
xibilität ausgelegten Verstärkerarchitektur ohne weiteres möglich. Der Verstärker erwies sich auch bei
stärkerer Belastung als sehr stabil, so dass eine dauerhafte Injektion von Ionenströmen größer 60 µA
sowie Messungen von Aktivierungsvorgängen im Sub-Millisekundenbereich kein Problem darstellten.
Die für die Weiterentwicklung der Kompensationselektrode erforderliche Qualität und Reproduzier-
barkeit der Messergebnisse wurde durch eine rechnergestützte Einstellung, Optimierung und Protokol-
lierung sämtlicher Verstärkerparameter sichergestellt. Eine Anwendersoftware auf dem PC ermöglicht
die Erzeugung der Signale zur Stimulation der Oozyte, die graphische Darstellung und Auswertung der
gemessenen Signale, sowie eine übersichtliche Zuordnung von Messwerten zu den während der Messung
eingestellten Verstärkerparametern. Die zum Abgleich der Elektrodenoffsetspannungen, zur Kontrolle
der Elektrodenwiderstände, zur Optimierung der Reglerparameter sowie zur Kalibrierung und zum
Test des Verstärkers entwickelten Software-Routinen ermöglichten eine präzise und vom Anwender
unabhängige Grundeinstellung des Verstärkers, die die Basis für reproduzierbare und aussagekräfti-
ge Experimente bildet. Keines der derzeit kommerziell erhältlichen TEVC-Verstärkersysteme (Stand
2012) bietet eine softwarebasierte Steuerung in Verbindung mit einer zusätzlichen Elektrode zur ex-
trazellulären Strominjektion, weshalb diese Systeme für die Untersuchung und Weiterentwicklung der
Kompensationselektrode nicht geeignet sind.
Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit war die Entwicklung der Schaltungen zur analogen Signalver-
arbeitung und ihre Optimierung auf die Eigenschaften der bei TEVC üblichen Signale. Dazu gehö-
ren unter anderem Filterung, Verstärkung, Transientenkompensation und die Korrektur von Offset-
Spannungen. Die durch toleranzbehaftete Bauelemente in den Signalverarbeitungsschaltungen ver-
ursachte Verfälschung der gemessenen Signale konnte mit Hilfe eigens entwickelter mathematischer
Modelle des Übertragungsverhaltens dieser Schaltungen korrigiert werden. Während der Kalibrierung
des Verstärkers wurden die dafür benötigten Modellparameter in automatisch ablaufenden Software-
Routinen bestimmt. Aufgrund der modellbasierten Entwicklung der Signalverarbeitungsschaltungen
und der entsprechenden Kalibrierungs-Routinen konnte eine sehr genaue Reproduktion der analogen
Signale aus den digitalen Abtastwerten erreicht werden.
Neben der Injektion von Strom in die Badlösung (Anwendung als Kompensationselektrode nach
[BIS99]) kann die zusätzliche Elektrode als zweite intrazelluläre Stromquelle verwendet werden und
damit zu einer effektiven Verringerung des Zugangswiderstandes beitragen. Das hat den Vorteil, dass
bei gleicher Beanspruchung der Glas-Elektroden der doppelte Strom zur Umladung der Membranka-
pazität verfügbar ist, und somit die gewünschte Membranspannung schneller erreicht werden kann.
Nachteilig daran ist, dass die Oozyte durch eine dritte Einstichstelle stärker belastet wird. Eine An-
wendung ist jedoch nicht nur auf Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis beschränkt, sondern
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eignet sich auch zur Stimulation räumlich ausgedehnter Zellen wie z.B. Neurone.
Bei den ersten mit der Kompensationselektrode durchgeführten Versuchen erwies sich ein Stromver-
stärkungsfaktor ν ≈ 10 als gut geeignet. Dieser Wert stimmt relativ gut mit dem in [BIS99] gefundenen
Optimum ν ≈ 12 überein. Eine detaillierte quantitative Untersuchung des Kompensationseffektes bei
anderen Werten des Stromverstärkungsfaktors fand nicht statt und sollte im Hinblick auf die in [BIS99]
berechneten Stromverstärkungsfaktoren durchgeführt werden.
Für die o.g. Versuche wurde eine relativ niederohmige Glas-Elektrode (Rcomp ≈ 50 kΩ) mit agargefüll-
ter Spitze als Punktladungsquelle in der extrazellulären Lösung verwendet [BIS99]. Bei der Herleitung
des mathematischen Modells zur Berechnung der Feldverteilung wurde in [BIS99] jedoch zunächst von
einer ringförmig um die intrazelluläre Stromelektrode angeordneten Kompensationselektrode ausge-
gangen. Eine Ringelektrode lässt sich durch metallische Beschichtung und Isolierung der intrazellulären
Stromelektrode relativ leicht herstellen. Der Pipettenhalter am Ausgang der Kompensationselektrode
würde durch eine geeignete elektrische Verbindung mit dieser Beschichtung ersetzt, und die Gehäuse
von Strom- und Kompensationselektrode zusammen auf einem Mikromanipulator montiert. Dieser An-
satz ist sehr interessant, denn der Aufbau des TEVC-Messplatzes mit Kompensationselektrode würde
sich durch den Wegfall eines Mikromanipulators vereinfachen. Daher sollte er mit der Glaselektrode
als Punktladungsquelle verglichen werden.
In Abschnitt 5.1 wurde gezeigt, dass die Einspeisung des Transientenkompensationssignals vor der Ver-
stärkung und Digitalisierung eine Verbesserung gegenüber der rein softwarebasierten Transientenkom-
pensation darstellt, da die Verstärkung des Stromsignals höher gewählt und somit der Eingangsspan-
nungsbereich des A/D-Umsetzers besser ausgenutzt werden kann. Nachteilig ist, dass das Rauschen
des Stromsignals bei dieser Methode erhöht wird, da das Transientenkompensationssignal aus dem
ungefilterten Stromsignal gewonnen, skaliert und anschließend wieder zu diesem addiert wird. Sofern
während des Experimentes zwischen zwei Stimulationen genügend Zeit ist, kann dieser Nachteil durch
Mittelung des Transientenkompensationssignals ausgeglichen werden. Eine wesentliche Verringerung
des Rauschens wird erreicht, wenn die Transienten wie bisher aufgezeichnet werden, die Erzeugung
des Transientenkompensationssignals jedoch nicht durch direkte Ausgabe der skalierten Abtastwerte,
sondern durch Berechnung der Digitalwerte des D/A-Umsetzers erfolgt. Eine Kurvenanpassung der
aufgezeichneten Transienten, z.B. nach Hodgkin-Huxley, liefert die für die Berechnung benötigten Ko-
effizienten. Erste erfolgreiche Tests dieser Methode erfolgten mit einer Software zur Kurvenanpassung
(FitMaster v. 2.63, HEKA Elektronik) an den mit einer Modellzelle aufgenommenen Messdaten. Zur
praktischen Umsetzung dieses Verfahrens müssten Routinen zur Kurvenanpassung entwickelt werden,
die direkt in die Datenakquisitionssoftware integriert werden können. Auf diese Weise könnte eine
automatische Berechnung des Transientenkompensationssignals zwischen zwei Stimulationen erfolgen.
Dies sollte im Hinblick darauf geschehen, dass die Datenakquisitionssoftware nicht nur auf einem PC,
sondern auch auf einem System mit digitalem Signalprozessor lauffähig ist.
Die Einstellung der meisten Verstärkerparameter erfolgt durch die Beschaltung eines Operations-
verstärkers mit dem D/A-Umsetzer AD7528 bzw. AD7549. Der Nachteil dieses Verfahrens ist der
damit eingegangene Kompromiss zwischen einem großen Wertebereich und einer feinen Abstufung
benachbarter Werte, sowie vom Digitalwert abhängige Offsetspannungen (vgl. Abschnitt 4.2.2). Ein
alternatives Verfahren, z.B. für einen Verstärker, müsste mit einer digitalen Auflösung von mindestens
10 bit einen Wertebereich von drei Dekaden und einen Signalspannungsbereich von ±15 V abde-
cken. Eine Alternative zu den D/A-Umsetzern stellt die Verwendung von Sperrschicht-Feldeffekt-
Transistoren (JFET) als spannungsgesteuerte Widerstände dar. Dabei wird der näherungsweise li-
neare Zusammenhang zwischen drain-Strom und drain-source-Spannung eines JFET im Nullpunkt-
bereich der Strom-Spannungskennlinie ausgenutzt. Die notwendige Steuerspannung könnte durch
9 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK 135
einen 12 bit D/A-Umsetzer erzeugt werden, der als digital einstellbare Offset-Spannungsquelle ge-
schaltet ist (vgl. Abschnitt 7.1). Zu diesem Thema finden sich weiterführende Informationen u.a. in
[Fet97, FET70, BEO07, Goe99].
Veröffentlichungen:
Ein Zwischenstand der Ergebnisse dieser Arbeit wurde im Frühjahr 2010 im Rahmen des Annual
Biophysical Society Meetings in San Francisco, USA in Form einer Posterpräsentation veröffentlicht
[BAHH10].
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